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OBTENCIÓN DE ETANOL MEDIANTE HIDRÓLISIS ALCALINA, ENZIMÁTICA Y
FERMENTACIÓN A PARTIR DEL EXCEDENTE ORGÁNICO DEL BANANO
VARIEDAD MUSA PARADISIACA
RESUMEN
Obtención de etanol a partir del excedente orgánico del banano variedad Musa Paradisiaca,
mediante hidrólisis alcalina, hidrólisis enzimática y posterior fermentación.
El residuo biomásico se sometió a hidrólisis alcalina con NaOH a tres concentraciones: 1,5; 2 y
2,5 mol/L, y a tres temperaturas: 50, 70 y 90 °C en un determinado tiempo para provocar la
exposición y libre acceso a la celulosa. Para la hidrólisis enzimática que se realiza a
continuación se descartaron varias muestras por pérdida excesiva de celulosa y las restantes se
hidrolizaron usando enzimas Celulasas a tres concentraciones: 1,5; 2 y 3% p/p y a tres pH: 5;
5,5 y 6. Los azúcares reductores obtenidos se fermentaron usando Saccharomyces Cerevisiae
para obtener alcohol etílico.
Se concluyó que las mejores condiciones corresponden a una concentración de hidróxido de
sodio de 2 mol/L, temperatura de 70 °C, concentración de enzima del 2 % y pH 5, a las cuales
se obtiene un rendimiento de etanol del 39,36%.
PALABRAS CLAVES: /BIOMASA / RESIDUOS AGRÍCOLAS / BANANO / HIDRÓLISIS
ALCALINA / HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA / FERMENTACIÓN ALCOHÓLICA /
ALCOHOL ETÍLICO / MUSA PARADISIACA/
xvii
ETHANOL PRODUCTION THROUGH ALKALINE HYDROLYSIS, ENZIME AND
FERMENTATION WITH AN ORGANIC BANANA VARIETY SURPLUS CALLED
MUSA PARADISIACA
ABSTRACT
Getting excess ethanol from organic banana Musa variety Paradise, by alkaline hydrolysis,
enzymatic hydrolysis and subsequent fermentation.
Biomásico residue was subjected to alkaline hydrolysis with NaOH at three concentrations: 1.5,
2 and 2.5 mol / L, and three temperatures: 50, 70 and 90 ° C in a determined time and exposure
to cause free access to cellulose. For the enzymatic hydrolysis is performed following several
samples were discarded by excessive loss of the remaining cellulose and cellulase enzymes
were hydrolyzed using three concentrations: 1.5, 2 and 3% p / p and three pH: 5; 5.5 June.
Reducing sugars obtained were fermented using Saccharomyces cerevisiae for ethanol.
It was concluded that the best conditions are for a sodium hydroxide concentration of 2 mol / L,
70 ° C, enzyme concentration of 2% and pH 5, to which a yield of 39.36% of ethanol .
KEY WORDS: /BIOMASS RESIDUE / ALKALINE HYDROLYSIS / ENZYMATIC
HYDROLYSIS / FERMENTATION / ETHANOL / MUSA PARADISIACA
1INTRODUCCIÓN
El Ecuador, siendo un prominente productor de banano, tanto para consumo local como para
exportación, genera gran cantidad excedentes biomásicos, producto de su cultivo y de su
comercialización interna, los mismos que son lignocelulósicos (ricos en lignina, celulosa y
hemicelulosa), constituyendo así un recurso no explotado en la producción de etanol.Una planta
de banano al momento de su cosecha debe tener un peso promedio de 100 kg los cuales están
repartidos en 15 kg de hojas, 50 kg de pseudotallo, 33 kg de banano y 2 kg de raquis. Esto
lógicamente indica que el 67% de la masa total de producción lo constituyen los desechos que
no son aprovechados constituyendo así un recurso no explotado en la producción de etanol.
El alto consumo de combustibles de fuentes no renovables, como lo son los combustibles
fósiles, su alto costo, su agotamiento, su creciente dependencia y sobre todo su contribución a la
contaminación ambiental han influido para la búsqueda de recursos alternativos como la
biomasa, que es un producto biodegradable, libre de azufre y algo muy importante es que como
el carbono en su cadena es de origen vegetal, al ser liberado durante la combustión no
contribuye en el balance neto de producción de dióxido de carbono, ya que fue captado
previamente por las plantas durante su crecimiento. Es decir, el CO2 forma parte de un flujo de
circulación natural entre la atmósfera y la vegetación por lo que no representa un incremento en
las emisiones de CO2. Sin contribuir al  efecto de calentamiento global.
Esta  investigación marca un punto de partida en busca de una fuente alternativa de energía  de
gran importancia para el desarrollo energético del Ecuador, mediante la obtención de  etanol a
partir del excedente orgánico del banano, mediante hidrólisis básica y enzimática y posterior
fermentación, debido a que ayudaría a terminar con la dependencia de combustibles fósiles,
además aportará  a la conservación del medio ambiente, dando una mejor disposición final a
desechos orgánicos, generar focos de investigación acerca del tema y fuentes de trabajo
asociadas a la temática, lo que justifica completamente el desarrollo de ésta investigación y deja
abiertas las puertas para desarrollar investigaciones relacionadas, pero con la gran variedad de
biomasa que se genera en la industria y en el diario vivir de la ciudadanía ecuatoriana.
2El desarrollo de la presente tesis de grado, brindará la información necesaria para el proceso de
obtención de etanol a partir de residuos biomásicos del banano, reduciendo el consumo de
reactivos y de energía, de modo de acercarse cada vez más a un proceso que sea económica y
energéticamente factible, con lo que el uso de etanol de segunda generación como combustible
sea una actividad factible y lucrativa.
31. MARCO TEÓRICO
1.1. Ciclo del dióxido de carbono
El ciclo del carbono son las transformaciones químicas de compuestos que contienen carbono
en los intercambios entre biosfera, atmósfera, hidrosfera y litosfera. Es un ciclo de gran
importancia para la supervivencia de los seres vivos en nuestro planeta, debido a que de él
depende la producción de materia orgánica que es el alimento básico y fundamental de todo ser
vivo.
El carbono es un componente esencial para los vegetales y animales. Interviene en la
fotosíntesis bajo la forma de CO2 (dióxido de carbono) o de H2CO3 (ácido carbónico), tal como
se encuentran en la atmósfera. Forma parte de compuestos como: la glucosa, carbohidrato
fundamental para la realización de procesos como la respiración y la alimentación de los seres
vivos, y del cual se derivan sucesivamente la mayoría de los demás alimentos.
La reserva fundamental de carbono, en moléculas de CO2 que los seres vivos puedan asimilar,
está en la atmósfera y la hidrosfera. Este gas en la atmósfera está en una concentración de más
del 0,03% y cada año aproximadamente un 5% de estas reservas de CO2 se consumen en los
procesos de fotosíntesis, es decir que todo el anhídrido carbónico se regenera en la atmósfera
cada 21 años.
La vuelta de CO2 a la atmósfera se hace cuando en la respiración, los seres vivos oxidan los
alimentos produciendo CO2. En el conjunto de la biosfera la mayor parte de la respiración la
hacen las raíces de las plantas y los organismos del suelo y no, como podría parecer, los
animales más visibles.
Los productos finales de la combustión son CO2 y vapor de agua. El equilibrio en la producción
y consumo de cada uno de ellos por medio de la fotosíntesis hace posible la vida. Los vegetales
verdes que contienen clorofila toman el CO2 del aire y durante la fotosíntesis liberan oxígeno,
además producen el material nutritivo indispensable para los seres vivos.
4Como todas las plantas verdes de la tierra ejecutan ese mismo proceso diariamente, no es
posible siquiera imaginar la cantidad de CO2 empleada en la fotosíntesis.
En la medida de que el CO2 es consumido por las plantas, también es remplazado por medio de
la respiración de los seres vivos, por la descomposición de la materia orgánica y como producto
final de combustión del petróleo, hulla, gasolina, etc.
En el ciclo del carbono participan los seres vivos y muchos fenómenos naturales como los
incendios.
Los seres vivos acuáticos toman el CO2 del agua. La solubilidad de este gas en el agua es muy
superior a la que tiene en el aire.[1]
Figura 1. Ciclo del dióxido de carbono
1.2. Planta de banano
El banano es una planta monocotiledónea, esto es, al germinar la semilla se produce en ella un
solo cotiledón, el banano pertenece al orden de los ZINZIBERALES, familia Musaceae y
género Musa.[2]
51.2.1. Aspectos botánicos y de cultivo del banano. La planta de banano está conformada por
raíz, pseudotallo, raquis, hojas, racimo, e inflorescencia como se describe en la Figura 2.
Figura 2. Esquema de la planta de banano.
La planta es herbácea perenne gigante, con rizoma corto y tallo aparente, que resulta de la unión
de las vainas foliares, cónico y de 3,5-7,5 m de altura, terminado en una corona de hojas.
Existen por lo general de siete a nueve hojas grandes y bien desarrolladas antes de que la
inflorescencia y el tallo comiencen a crecer. Las hojas son enormes, alargadas y ovales, con
nervios abundantes y paralelos, es decir casi en ángulo recto con el nervio central. Mucho antes
de que aparezca la inflorescencia van muriendo sucesivamente las hojas más viejas. Los
pecíolos se secan y se doblan y la hoja encogida cuelga hacia abajo ocultando a menudo el
pseudotallo. Algunos campesinos estiman que las hojas secas prestan protección y sombra al
falso tallo (pseudotallo).
El verdadero tallo es un rizoma grande, almidonoso, subterráneo, que está coronado con yemas;
éstas se desarrollan una vez que la planta  ha florecido y fructificado. A medida que cada
chupón del  rizoma alcanza la  madurez, su yema  terminal se convierte en  una inflorescencia
al ser empujada  hacia arriba desde el interior del suelo por el alargamiento del tallo, hasta que
emerge arriba del pseudotallo. Cuando un pseudotallo ha producido el racimo de fruto, ya no
vale para nada más, por lo que generalmente se corta y trocea para agregarlo como abono al
terreno.
1.2.2. Manejo de los residuos de banano. En el Ecuador se han realizado varios trabajos de
investigación y adaptación de tecnologías para la utilización de residuos del cultivo del banano,
como es la producción de pre-humus utilizando microorganismos y abono orgánico conocido
6como Bokashi, fermentando los residuos con microorganismos eficaces, tecnología desarrollado
por el doctor Teruo Higa, profesor de agricultura de la Universidad de Ryukyus en Japón.
Hojas y pseudotallos de banano son fuentes de forraje muy útiles en muchos países tropicales,
sobretodo en la época seca. Se pueden triturar y distribuir frescos o se pueden ensilar. El
contenido en proteína y minerales es bajo, por lo cual el uso requiere suministrarlos con
ingredientes ricos en proteína.
En Ecuador existe la manufactura de productos elaborados artesanalmente de residuos de
banano tales como papel de raquis de banano, cajas ecológicas.
Ecuador es un país bananero que posee alrededor de 180 mil hectáreas de plantaciones de
banano, lo que nos da una perspectiva de la producción de biomasa que se desperdicia o que se
malusa como humus o forraje de mala calidad.
1.2.3. Composición química de los residuos del cultivo de banano. A continuación se presenta
el análisis proximal de los residuos del cultivo de banano en base seca.
Tabla 1. Análisis proximal de los residuos del cultivo de banano, base seca (100 g)
Análisis Hojas(%)
Pseudotallo
(%)
Raquis y
cascara
(%)
Humedad 8,40 10,00 8,70
Cenizas 16,10 28,30 23,10
Extracto Etéreo 2,30 9,60 1,50
Proteína cruda 12,30 5,30 3,30
Fibra cruda 34,20 35,30 53,90
Fuente: Palacios, A. 2007. “Utilización de residuos agroindustriales de la costa en la obtención
de setas Pleurotusostreatusvar florida y Pleurotuspulmonariusvar florida”. Tesis Ing, Alim.
Universidad Técnica de Ambato-FCIAL, Ecuador. p.93.
71.2.4. Constituyentes de los residuos lignocelulósicos del banano. A continuación se describen
las partes conformantes de  los residuos lignocelulósicos del banano, según los resultados del
análisis realizado, que se muestran en el ANEXO A.
1.2.4.1. Celulosa. La celulosa que es el biopolímero de D-glucosa, es el material orgánico más
abundante sobre la corteza terrestre. La celulosa es además la forma más común de encontrar
el carbono de la biomasa. Las plantas sintetizan la celulosa como material estructural para
soportar su peso. Las moléculas largas de celulosa llamadas microfibrillas, forman haces por
los puentes de hidrógeno que se crean entre los numerosos grupos–OH de los anillos de
glucosa. [3]
En la celulosa las unidades de D-glucosa están unidas por enlaces glicosídicos β-1,4,
disposición bastante rígida y muy estable. En la Figura 3, se muestra una estructura parcial de
la celulosa. La longitud del polímero es altamente variable y dependiente del organismo del
cual la celulosa haya sido obtenida, así como de la edad y estado metabólico al momento de la
extracción.
Figura 3. Estructura de la celulosa y enlace formado.
Fuente: TAIZ, Lincoln y ZEIGER, Eduardo. Fisiología vegetal 1. Universitat Jaume I. 2006.  p
49.
Se consideran dos tipos de celulosa: la nativa o cristalina, caracterizada por un alto grado de
cristalinidad u ordenamiento y de polimerización, resultando así insoluble (ej.: avicel, fibras de
algodón, papel de filtro, etc.); y la celulosa modificada, la cual resulta soluble como la celulosa
amorfa, carboximetilcelulosa, celooligosacáridos, en las cuales el grado de cristalinidad y el
grado de polimerización es menor.
1.2.4.2. Hemicelulosa. En contraste con la celulosa, la cual es cristalina, fuerte y resistente a
la hidrólisis, las hemicelulosas son estructuras aleatorias, amorfas con pequeña solidez,
8fácilmente hidrolizables en ácidos o bases diluidas. Las hemicelulosas son polímeros de
diversas hexosas y pentosas, principalmente D-xilosa, L-arabinosa, D-manosa, D-glucosa, D-
galactosa, y ácido D-galacturónico, que aparecen en las paredes celulares en forma amorfa. La
mayoría de las hemicelulosas se presentan como heteropolisacáridos, poseen una especie de
columna vertebral formada por una cadena plana de azúcares unidos casi siempre por enlaces
β-1,4 (de menor longitud que la de celulosa), ver Figura 4. De la que pueden salir
ramificaciones muy cortas, generalmente de un solo azúcar de longitud. Se clasifican
usualmente de acuerdo a los azúcares residuales presentes. Los tipos y cantidades de
hemicelulosa presentes en las paredes de las maderas de angiospermas y coníferas son
diferentes.[4]
Figura 4. Segmento de estructura plana de hemicelulosa.
Fuente: TAIZ, Lincoln y ZEIGER, Eduardo. Fisiología vegetal. 1. Universidad Jaume I. 2006.
p. 50.
Las hemicelulosas cubren y unen a las microfibrillas de celulosa en una matriz común. La corta
extensión de las cadenas incrementa la solubilidad de las hemielulosas y la posición expuesta de
las mismas en la superficie de las microfibrillas, explicaría por qué este polímero está entre los
primeros componentes de la pared celular atacados por los hongos causantes de pudrición.
1.2.4.3. Lignina. La lignina es el polímero aromático no polisacárido más abundante de la
naturaleza. Es un compuesto insoluble en agua y amorfo, de alto peso molecular, y de forma
tridimensional. En la Figura 5, se puede observar su estructura.
La lignina imparte resistencia a la degradación microbiana de la madera. La íntima asociación
espacial existente entre los polisacáridos y la lignina dentro de las paredes celulares de la
madera provee una barrera protectora que impide la degradación de la celulosa. [5]
9Figura 5. Estructura de la lignina.
Fuente: TAIZ, Lincoln y ZEIGER, Eduardo. Fisiología vegetal. 1. Universitat Jaume I. 2006.
p.51.
Una vez que la lignina que rodea a las fibrillas de celulosa es removida o modificada, la
celulosa resulta más accesible a las enzimas microbianas y puede ser eficientemente
degradada. Así, la lignificación en muchas plantas puede ser un mecanismo de resistencia a las
enfermedades y se produce como un mecanismo de defensa hacia los hongos patógenos o en
respuesta a heridas.
Debido a su estructura la lignina es altamente resistente a la degradación. Hasta el momento
los únicos organismos capaces de mineralizarla eficientemente llevándola a CO2 y H2O como
productos finales son los hongos causantes de pudrición blanca. Estos hongos en su mayoría
pertenecen a los órdenes de Aphyllophorales y Agaricales.
1.2.4.4. Otras sustancias. No forman parte de la estructura de la pared vegetal, y la mayoría
son  solubles en solventes neutros. Los componentes solubles en solventes neutros, representan
entre el 4-10% del peso seco de la madera. Hay una gran variedad de compuestos orgánicos,
grasas, ceras, alcaloides, proteínas, fenoles simples y complejos, azúcares simples, pectinas,
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mucílagos, gomas, resinas, terpenos, etc. Actúan como intermediarios metabólicos, reserva de
energía o parte de los mecanismos de defensa contra los ataques microbianos. Contribuyen al
color, olor y resistencia al marchitamiento. Las cenizas, son residuos inorgánicos que
permanecen después de quemar la biomasa a altas temperaturas, suelen ser menos del 2% de
peso seco de los residuos lignocelulósicos.
1.3. Azucares reductores
Azúcares reductores son aquellos que, como la glucosa, fructosa, lactosa y maltosa presentan un
carbono libre en su estructura y pueden reducir, en determinadas condiciones, a las sales
cúpricas.
Los monosacáridos y la mayoría de los disacáridos poseen poder reductor, que deben al grupo
carbonilo que tienen en su molécula. Este carácter reductor puede ponerse de manifiesto por
medio de una reacción redox llevada a cabo entre ellos y el sulfato de Cobre (II). Las soluciones
de esta sal tienen color azul. Tras la reacción con el glúcido reductor se forma óxido de Cobre
(I) de color rojo. De este modo, el cambio de color indica que se ha producido la citada reacción
y que, por lo tanto, el glúcido presente es reductor.

Figura 6. Prueba de Fehling
Los azúcares o carbohidratos pueden ser monosacáridos, disacáridos, trisacáridos,
oligosacáridos y polisacáridos. Los monosacáridos reaccionan de acuerdo a los grupos hidroxilo
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y carbonilo que poseen. Los disacáridos y los polisacáridos se pueden hidrolizar para producir
monosacáridos.
Los azúcares que dan resultados positivos con las soluciones de Tollens, Benedictó, Fehling se
conocen como azúcares reductores, y todos los carbohidratos que contienen un grupo
hemiacetal o hemicetal dan pruebas positivas. Los carbohidratos que solo contienen grupos
acetal o cetal no dan pruebas positivas con estas soluciones y se llaman azúcares no reductores.
1.4. Hidrólisis
Es un tipo de reacción química en la que una molécula de agua, con fórmula H2O, reacciona con
una molécula de una sustancia AB, en la que A y B representan átomos o grupos de átomos. En
la reacción, la molécula de agua se descompone en los fragmentos H+ y OH-, y la molécula AB
se descompone en A+ y B-. A continuación, estos fragmentos se unen proporcionando los
productos finales AOH y HB. A este tipo de reacción se le conoce a menudo como doble
descomposición o intercambio. De interés especial es la hidrólisis de diversas sales que originan
disoluciones ácidas o básicas.
En química orgánica, una reacción de hidratación es una adición de agua o sus elementos H y
OH a una especie química. [6]
1.4.1. Hidrólisis alcalina de residuos biomásicos. Es la adición de bases diluidas a la biomasa
y su eficiencia depende del contenido de lignina de los materiales. El hidróxido de sodio diluido
produce un hinchamiento, permitiendo un incremento en el área de superficie interna
reduciendo el grado de polimerización y cristalinidad de la celulosa, causando la separación de
las uniones estructurales entre la lignina y los carbohidratos. El mecanismo de la hidrólisis
alcalina de la biomasa parece estar basada en la saponificación de los enlaces ésteres
intramoleculares que unen los xilanos de la hemicelulosa y otros componentes, como por
ejemplo la lignina u otros componentes de la hemicelulosa. La efectividad de este
pretratamiento depende del contenido de lignina del material a tratar.
La literatura reporta que la digestibilidad de las maderas duras tratadas con NaOH aumenta de
un 14% a un 55% con una remoción de lignina del 24-55%, con un contenido inicial del 20%.
Para maderas blandas (contenido de lignina mayor al 26%) el método no es tan efectivo.
La disolución de la lignina empieza con la ruptura de los enlaces α-arileter y arilgliceron-β-aril-
eter, fragmentando la lignina.
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La ruptura de los enlaces comienza con la protonación de grupos hidroxilo o éter en el carbono
α de un monómero dando lugar a la formación del correspondiente ácido conjugado, esta
especie puede progresar la ruptura de los enlaces α y β o condensarse en otros monómeros.
Se conocen tres mecanismos según la progresión del ácido conjugado:
a) En el equilibrio ión oxonio de estructura quinónica correspondiente, cuya estabilidad supone
la ruptura irreversible del enlace α-arileter. Además al presentar un exceso de carga en el
carbono α pueden experimentar una adición nucleofilica de una molécula de agua o alcohol.
b) También puede ocurrir una sustitución nucleofilica por una molécula de agua o alcohol que
produzca la ruptura del enlace.
c) O incluso el ácido conjugado puede romperse directamente por el enlace α-arileter y formar
un carbocatión.
Figura 7. Esquema de las reacciones químicas en la hidrólisis alcalina de la lignina
1.4.1.1. Factores que afectan la hidrólisis alcalina. El modelado de la hidrólisis de un polímero
es complicado, los factores que intervienen están estrechamente relacionados con los materiales
lignocelulósicos como lo es tamaño, forma de partículas, y el tipo de estructura si es proveniente
de maderas blandas o duras, de la misma manera intervienen las condiciones de la extracción,
así la concentración del álcali, la temperatura, el tiempo, la agitación, se debe tener especial
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cuidado con la cantidad de material, el contacto interfacial, la interferencia con otros
compuestos.
1.5. Enzimas
Las enzimas son una gran y única clase de moléculas proteicas que actúan como catalizadores
biológicos, al catalizar  todas las reacciones del metabolismo celular, y proporcionar los
medios para que se realicen funciones complejas tales como la síntesis de material genético, de
polímeros estructurales y de otras sustancias.
Las enzimas consisten en cadenas de L-aminoácidos unidos covalentemente en una secuencia
definida, denominada estructura primaria, y enrollados en forma compleja, en una estructura
zwitteriónica y con un centro activo, formado por relativamente pocos aminoácidos que son
los responsables directos de la unión con el sustrato y que catalizan la reacción característica
de cada tipo particular de enzima.
Como todos los catalizadores,  las enzimas funcionan disminuyendo la energía de activación
(ΔG‡) de una reacción, de forma que se acelera sustancialmente la tasa de reacción. Las
enzimas no alteran el balance energético de las reacciones en que intervienen, ni modifican, el
equilibrio de la reacción, pero consiguen acelerar el proceso incluso millones de veces. Una
reacción que se  produce bajo el control de una enzima, o de un catalizador en general, alcanza
el equilibrio mucho más rápido que la correspondiente reacción no catalizada. Al igual que
ocurre con otros catalizadores, las enzimas no son consumidas por las reacciones que catalizan,
ni alteran su equilibrio químico. Sin embargo, las enzimas difieren de otros catalizadores por
ser más específicas.
La actividad de las enzimas puede ser afectada por otras moléculas. Los inhibidores
enzimáticos son moléculas que disminuyen o impiden la actividad de las enzimas, mientras
que los activadores son moléculas que incrementan dicha actividad. Igualmente, la actividad es
afectada por la temperatura, el pH, la concentración de la propia enzima y del sustrato, y otros
factores físico-químicos.
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Figura 8. Inhibición enzimática.
1.5.1. Mecanismos de reacción. Las enzimas pueden actuar de diversas formas, aunque, como
se verá a continuación, siempre dando lugar a una disminución del valor de [ΔG‡] reducción de
la energía de activación. Reduciendo la energía del estado de transición, sin afectar la forma del
sustrato, mediante la creación de un ambiente con una distribución de carga óptima para que se
genere dicho estado de transición. Proporcionando una ruta alternativa. Por ejemplo,
reaccionando temporalmente con el sustrato para formar un complejo intermedio
enzima/sustrato (ES), que no sería factible en ausencia de enzima. Reduciendo la variación de
entropía necesaria para alcanzar el estado de transición (energía de activación) de la reacción
mediante la acción de orientar correctamente los sustratos, favoreciendo así que se produzca
dicha reacción. Incrementando la velocidad de la enzima mediante un aumento de temperatura.
El incremento de temperatura facilita la acción de la enzima y permite que se incremente su
velocidad de reacción. Sin embargo, si la temperatura se eleva demasiado, la conformación
estructural de la enzima puede verse afectada, reduciendo así su velocidad de reacción, y sólo
recuperando su actividad óptima cuando la temperatura se reduce. No obstante, algunas enzimas
son termolábiles y trabajan mejor a bajas temperaturas.
1.5.2. Cofactores. No todas las enzimas son capaces de actuar solas, y muchas requieren de la
presencia de cofactores no proteicos para que su actividad catalítica se manifieste. Tales
cofactores, que son en realidad cosustratos porque experimentan una transformación química
durante la reacción, incluyen desde iones metálicos simples hasta moléculas orgánicas.
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1.5.3. Rasgos característicos de las enzimas como catalizadores. Los enzimas son
catalizadores muy potentes en cuatro aspectos:
- Son muy eficaces catalizando reacciones frecuentemente 108–1011 veces más rápidas que
los catalizadores no enzimáticos correspondientes. Estas velocidades pueden alcanzarse
incluso aunque las reacciones catalizadas por enzimas requieran condiciones mucho menos
extremas de temperatura, pH y presión, y las reacciones se produzcan en el solvente más
barato, seguro y abundante, el agua.
- El rango de las reacciones catalizadas es extremadamente amplio, pudiéndose catalizar
muchos más tipos de reacciones que con los catalizadores químicos.
- Las enzimas son muy específicas en cuanto al tipo de reacción catalizada, las enzimas
pueden ser específicas para las estructuras del sustrato y los productos formados, lo que da
lugar a rendimientos más altos y potencialmente a menos contaminantes producidos por
reacciones laterales. Esta especificidad es impresionante puesto que la mayoría de las
moléculas de sustrato tienen potencialmente varias posibilidades reactivas y se debe a la
capacidad de la enzima para unirse al sustrato y organizar los grupos reactivos para que
favorezcan particularmente un estado de transición específico.
- Las enzimas están sujetas naturalmente a un número de controles un tanto groseros, como el
de la velocidad de síntesis y degradación, por ejemplo, modelando su actividad por la unión
a pequeñas moléculas modificadoras que pueden aumentar o disminuir la actividad de las
enzimas.
1.5.4. Centro Activo. Casi todas las enzimas son mucho más grandes que los sustratos sobre los
que actúan, y solo una pequeña parte de la enzima (alrededor de tres a cuatro aminoácidos) está
directamente involucrada en la catálisis. La región que contiene estos residuos encargados de
catalizar la reacción es denominada centro activo.
El sitio o centro activo es la zona de la enzima a la que se une el sustrato para ser catalizado. La
estructura tridimensional de éste es lo que determina la especificidad de las enzimas. En el sitio
activo sólo puede entrar un determinado sustrato (ni siquiera sus isómeros).
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1.5.5. Enzimas celulasas. Las enzimas son proteínas que catalizan reacciones químicas en los
seres vivos. Como catalizadores, las enzimas actúan en pequeña cantidad. No llevan a cabo
reacciones que sean energéticamente desfavorables, no modifican el sentido de los equilibrios
químicos, sino que aceleran su consecución. Las condiciones de uso de la hidrólisis enzimática
son suaves (pH 4,8 y temperatura entre 45-50 °C).
Las enzimas celulasas son proteínas derivadas de los procesos naturales de fermentación,
capaces de degradar la celulosa. En realidad una enzima de celulasas es una mezcla de diversos
componentes enzimáticos, formando lo que se denomina un “complejo enzimático”, que actúa
de forma sinérgica en la degradación de la celulosa. Este complejo enzimático está formado por
tres tipos de enzimas:
 Endoglucanasas: estas atacan las regiones internas de baja cristalinidad en las fibras de
celulosa, creando cadenas libres de enlaces.
 Exoglucanasas o celobiohidrasas: degradan las moléculas por la eliminación de unidades de
celobiosa desde los extremos de las cadenas.
 β-glucosidasas: hidrolizan celobiosa para producir glucosa. La Figura 8 muestra este
mecanismo.
Figura 9. Mecanismo de hidrólisis enzimática de la celulosa.
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Este complejo de proteínas de origen enzimático, en conjunto logran la degradación de la
celulosa (polímero de alta complejidad), en monómeros de baja complejidad como la glucosa,
con el fin de metabolizarla y cumplir así con funciones vitales.
En adición a los tres grupos principales de enzimas celulosas, existen también un número de
enzimas auxiliares que atacan la hemicelulosa, tales como glucuronidasas, acetilesterasas,
xilanasas, ß-xilosidasas, galactomannanasas.
1.5.6. Actividad enzimática. Debido a que se necesita muy bajas concentraciones de enzima
para catalizar una reacción, su determinación directa es difícil, por consiguiente la efectividad
de una enzima se evalúa generalmente, siguiendo la desaparición del sustrato o la aparición de
un producto formado en la reacción. La reacción catalizada enzimáticamente se desarrolla bajo
condiciones cuidadosamente controladas, sacándose muestras para control a intervalos de
tiempo apropiados.
Para el caso de las enzimas celulasas se expresa la actividad de las enzimas en unidades que se
basan en la conversión de una cantidad arbitraria de sustrato, en un lapso definido de tiempo y
con una cantidad determinada de enzima. Se tienen técnicas estandarizadas a condiciones
definidas de pH, temperatura y concentraciones de sustrato.
1.5.7. Factores que afectan la actividad enzimática. La actividad enzimática puede ser alterada
por factores físicos o químicos y por ello las enzimas actúan dentro de un intervalo óptimo de
temperatura y pH fuera de la cual su actividad disminuye.
1.5.7.1. Efecto del pH. La actividad de las enzimas depende mucho de la concentración de iones
hidrogeno del medio, ya que esto afecta el grado de ionización de los aminoácidos del sitio
activo, del sustrato, o del complejo enzima sustrato; todo esto llega a influir en la afinidad que
tenga la enzima por el sustrato. En los casos en que los sustratos no son ionizables (la mayoría
de los hidratos de carbono y de los lípidos), los grupos iónicos de las enzimas son los únicos
afectados por el pH.
Por esta razón, todas las enzimas presentan una máxima actividad catalítica a un cierto valor
óptimo de pH, en un intervalo de 5 a 8, aun cuando existen excepciones muy importantes, como
es el caso de la pepsina del estómago, que tiene un pH óptimo de 1,8. En la Figura 10 se observa
que los valores extremos de pH causan la inactivación de enzimas ya que se induce su
desnaturalización.
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La inhibición de las reacciones enzimáticas y del crecimiento microbiano en ocasiones se llega a
efectuar, si el producto lo permite, por una reducción de pH, mediante la adición de los
diferentes ácidos disponibles como aditivos; por lo tanto, si se desea la acción de alguna de las
enzimas y el alimento lo permite, se acondicionan el pH y la temperatura para obtener una
máxima actividad catalítica.
Figura 10. Efecto de pH en la actividad enzimática: (a),
óptimo; (b), intervalo de estabilidad de la enzima; (c,
intervalo de inactividad) reversible, y (d), inactivación
instantánea.
1.5.7.2. Efecto de la temperatura .Como sucede con la mayoría de las reacciones químicas, la
velocidad de las reacciones enzimáticas aumenta con la temperatura, pero sólo en el intervalo en
que la enzima sea estable y retenga su capacidad catalítica; en  casos extremos, cuando se
incrementa mucho la temperatura, se favorece la desnaturalización y consecuentemente esta
proteína pierde su capacidad catalizadora. Por esta razón, cada enzima tiene un intervalo de
temperatura en el cual se logra la mayor actividad; la mayoría tiene una temperatura óptima
entre 30 y 45 °C, y se inactiva a más de 55 °C (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la temperatura en la actividad enzimática.
1.6. Hidrólisis enzimática de residuos celulósicos
La hidrólisis enzimática de la celulosa consiste en tres pasos: absorción de las enzimas celulasas
en la superficie de la celulosa, la degradación de la celulosa a azúcares fermentables o glucosa y
la deserción de las celulasas.
La degradación enzimática de materiales celulósicos, es estimulada por la perspectiva de que
esta investigación contribuiría al desarrollo en gran escala a procesos de conversión que
beneficiarían a la humanidad en una forma sustancial.
Algunos de estos procesos de conversión potenciales son:
 Ayudar a resolver problemas de eliminación de desechos.
 Disminuir la contaminación del medio ambiente.
 Aliviar la escases de alimentos y nutrientes para animales.
 Mejorar el manejo de bosques y tierras extensas, suministrando un mercado para maderas de
baja calidad, que se desarrollan en tierras pobremente cultivadas.
 Disminuir la dependencia del hombre hacia los combustibles fósiles, proveyendo un recurso
conveniente y renovable de energía en forma de etanol.
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La sacarificación de los materiales celulósicos, utilizando las enzimas celulasas, no presentan el
problema de la formación de productos indeseables como los que se presentan en las otras
formas de hidrólisis (ácida, básica, etc.). En la actualidad los estudios de hidrólisis se están
orientando a la utilización de enzimas para la sacarificación de subproductos celulósicos por las
ventajas del proceso que ofrecen.
La hidrólisis completa de la celulosa consiste en el rompimiento de los enlaces entre moléculas
de glucosa, a cada unidad se añade una molécula de agua, produciéndose el azúcar glucosa. La
reacción es:
(C6 H10O5) n   + n H2 O n C6 H12O6
Celulosa Glucosa
1.6.1. Cinética enzimática. La actividad de una enzima se determina a partir de la concentración
de la enzima, la concentración del sustrato y su disponibilidad, la concentración de los
cofactores y/o los efectores alostéricos, la presencia, concentración y tipo de inhibidores, y la
fuerza iónica, el pH y la temperatura del medio.
La cinética enzimática estudia la forma en que estos parámetros influyen en la actividad
enzimática, proporcionando un conocimiento de la reacción en estudio y permitiéndo su control.
Para un único sustrato (S) y un único producto (P) se puede aplicar el siguiente esquema de
reacción.
Cuando la concentración del sustrato [S], es mucha mayor que la de la enzima [E], la velocidad
de reacción es de orden cero respecto a los reactantes, es decir, depende solamente de la
concentración de enzima presente. Por tanto la velocidad de reacción es esencialmente constante
hasta que haya reaccionado casi todo el sustrato, momento en que pasa a depender de la
concentración de sustrato existente y es de primer orden con respecto a la concentración de
sustrato.
La mejor forma de escribir la cinética enzimática es mediante la ecuación de Michaelis-Menten
Ec.1 que presupone la formación de un complejo enzima-sustrato.
Hidrólisis
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= [ ] [ ][ ] (1)
Dónde: =
Y representa la concentración de sustrato necesaria para obtener la mitad de la velocidad de
reacción máxima. Por tanto, cuando la concentración de sustrato es diez veces el valor de km,
la reacción se produce a un 91% de la velocidad máxima de la reacción (Vmáx), y si es 100
veces el valor de km, al 99% de la Vmáx, con tal que no tenga lugar la inhibición por el exceso
de sustrato y no se produzcan inhibidores durante la reacción enzimática.
En este caso:
= [ ] (2)
La cinética de Michaelis-Menten supone que tanto el sustrato como la enzima son solubles y
están mezclados de forma homogénea, lo que no siempre ocurre. Los valores de Vmax y km se
obtienen gráficamente una vez hecha la siguiente transposición en la ecuación de Michaelis-
Menten (Ec.3):
= + ∗ [ ] (3)
Al representar 1/v frente a 1/[S] se obtienen los valores de -1/Km y 1/Vmax a partir de la
intersección de 1/[S] y 1/v con los ejes. La pendiente de la línea es Km/Vmax.
Esta representación se llama gráfica de Lineweaver-Burk. En muchos casos la velocidad a la
que el complejo enzima-sustrato se descompone en enzima libre y producto, es relativamente
baja, limitando la velocidad de la reacción catalizada por el enzima. Entonces la constante de
velocidad k2 es muy pequeña y su valor se aproxima a k-1/k1 y por tanto es igual a ks, constante
de disociación del complejo enzima-sustrato ([E] [S] / [ES]). Aunque en estas condiciones el
valor de k2 controla la velocidad de reacción, frecuentemente ésta se refiere a Vcat que
representa el número de combinaciones del enzima en moles de sustrato / centro activo /
unidad de tiempo.
1.6.2. Complejo enzima-sustrato. En todas las reacciones catalizadas por enzimas, el primer
paso es la unión (no covalente) del sustrato ala enzima para formar lo que es llamado el
complejo enzima-sustrato. Este complejo se puede disociar para devolver sustrato libre y
enzima. Por tanto, ésta es una reacción de equilibrio.
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E + S ES
Enzima Sustrato Complejo enzima-sustrato
La velocidad a la cual sucede esta reacción dependerá de la naturaleza tanto dela enzima como
del sustrato; sin embargo, en todos los casos en que ha sido medida la velocidad de enlace se ha
visto que es muy rápida, de modo que el equilibrio de la reacción se consigue en una fracción
muy pequeña de segundo.
Las interacciones que estabilizan el complejo enzima sustrato son puentes de hidrógeno,
fuerzas hidrofóbicas, iónicas y fuerzas de London (de Van der Waals). Si la enzima se expone a
temperaturas extremas o en ambientes de pH diversos (es decir, valores de pH altos o bajos)
puede desplegarse y perder así sus sitios activos. Cuando esto ocurre, se dice que la enzima se
desnaturaliza.
Figura 12. Formación del complejo enzima-sustrato
1.7. Fermentación.
1.7.1. Concepto bioquímico. Desde el punto de vista bioquímico, una fermentación se define
como un proceso mediante el cual las sustancias orgánicas (sustrato) sufren una serie de
cambios químicos (reducciones y oxidaciones) que producen energía: al finalizar la
fermentación, se presenta una acumulación de varios productos, unos más oxidados (aceptaron
electrones) y otros más reducidos (donaron electrones) que el sustrato, con un balance total de
energía positivo. Esta energía es utilizada en el metabolismo de los microorganismos.
Es importante mencionar que en el concepto bioquímico, no se consideran como
fermentaciones los procesos en los que participa el oxígeno. Cuando el aceptor final de
electrones es el oxígeno molecular y no una sustancia orgánica, el proceso se conoce como
respiración. Ejemplo: La producción, a partir de glucosa, de etanol y dióxido de carbono:
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→ 2 + 2 + (26 )
Glucosa                   Etanol Dióxido de carbono
1.7.2. Concepto Microbiológico. Desde el punto de vista microbiológico, se entiende por
fermentación aquel proceso en el que los microorganismos producen metabolitos o biomasa, a
partir de la utilización de sustancias orgánicas, en ausencia  o presencia de oxígeno. La
descomposición de los sustratos es llevada a cabo por enzimas producidas por los
microorganismos para tal finalidad. Se debe observar que el concepto llega a excluir a los
microorganismos del proceso, siempre y cuando estén presentes sus enzimas; sin embargo, en
estos casos, la velocidad de obtención y los rendimientos son menores. Ejemplo: la conversión
de glucosa en -presencia de oxígeno- en dióxido de carbono y agua.
+ 6 → 6 + 6
Glucosa         Oxígeno      Dióxido de carbono  Agua
Un proceso de fermentación, visto como un todo, está compuesto por tres etapas:
 La preparación del inóculo.
 La selección del medio de cultivo.
 La producción de la biomasa o de los metabolitos de interés.[7]
1.7.3. Clasificación. La gran cantidad de procesos y productos que involucra el término
fermentación  hace difícil no solo la definición del concepto, sino también su clasificación. En
general, se establecen divisiones con base en:
1.7.3.1. Los productos finales de la fermentación. Desde el punto de vista comercial, las
fermentaciones se pueden clasificar tomando en cuenta los productos que se obtendrán. Entre
ellos, se puede mencionar:
 Células microbianas (biomasa).
 Metabolitos microbianos (enzimas, etanol, butanol, acetona, ácidos orgánicos, etc.).
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1.7.3.2. El oxígeno en el proceso de fermentación. También es posible clasificar las
fermentaciones con base en la presencia o ausencia de oxígeno molecular durante el proceso.
De acuerdo con esta división, los procesos se denominan:
 Fermentación aerobia. El aceptor final de electrones es el oxígeno; es imprescindible su
presencia para el desarrollo del microorganismo y la producción del compuesto deseado.
En este tipo de procesos, se produce fundamentalmente biomasa, dióxido de carbono y
agua.
 Fermentación anaerobia. El proceso de producción del metabolito de interés se desarrolla
en ausencia de oxígeno; los productos finales son sustancias orgánicas, por ejemplo, ácido
láctico, ácido propiónico, ácido acético, butanol, etanol y acetona. Sin embargo, en la
mayoría de las fermentaciones anaeróbicas, se requiere un poco de oxígeno al inicio del
proceso para favorecer el crecimiento y la reproducción del microorganismo.
En los procesos anaerobios, los microorganismos producen mucho menos energía que en los
aerobios y, para suplir sus necesidades de energía, metabolizan una mayor cantidad de
azúcares; por consiguiente, elaboran más metabolitos.
Entonces, a través de la cantidad de oxígeno, se puede manipular un proceso de fermentación,
para incrementar la producción de la sustancia de interés; por ejemplo, cuando se trabaja con
un microorganismo facultativo (capaz de crecer en presencia o ausencia de oxígeno), como
Saccharomyces cerevisiae, se obtienen diferentes productos mayoritarios, según la
concentración de oxígeno en el medio: si es muy limitada, habrá una mayor producción de
etanol, mientras que si es alta, se favorece la reproducción del microorganismo, o sea, la
producción de biomasa.
1.7.4. Fermentación alcohólica. La fermentación alcohólica (denominada también como
fermentación del etanol o incluso fermentación etílica) es un proceso biológico de
fermentación en plena ausencia de aire (oxígeno - O2), originado por la actividad de algunos
microorganismos que procesan los hidratos de carbono (por regla general azúcares: como
pueden ser por ejemplo la glucosa, la fructosa, la sacarosa, el almidón, etc.) para obtener como
productos finales: un alcohol en forma de etanol (cuya fórmula química es: CH3-CH2-OH),
dióxido de carbono (CO2) en forma de gas y unas moléculas de ATP que consumen los propios
microorganismos en su metabolismo celular energético anaeróbico.
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La fermentación alcohólica tiene como finalidad biológica proporcionar energía anaeróbica a
los microorganismos unicelulares (levaduras) en ausencia de oxígeno para ello disocian las
moléculas de glucosa y obtienen la energía necesaria para sobrevivir, produciendo el alcohol y
CO2 como desechos consecuencia de la fermentación.
La finalidad de la fermentación etílica (desde una perspectiva microbiana) es la obtención de
energía para la supervivencia de los organismos unicelulares anaeróbicos.
1.7.5. Mecanismo de reacción y balance energético. En el caso concreto de la fermentación
alcohólica, al descomponerse la glucosa en alcohol etílico y dióxido de carbono, se desprende
sólo un 7,33% de la energía susceptible de recuperación.
Desde el punto de vista energético este rendimiento es muy bajo, pero lo compensa el hecho de
que estas cortas cantidades de energía representan un verdadero capital productivo.
Gracias a las levaduras presentes en el mosto, los azúcares son transformados mediante un
cierto número de etapas en etanol y anhídrido carbónico, según la ecuación de Gay-Lussac:
→ 2 + 2 + 2 + 25,4
Glucosa Etanol Dióxido de carbono
La fermentación alcohólica es una reacción exotérmica (la energía libre de Gibbs-entalpía libre,
de la reacción de fermentación etílica muestra un valor de ΔG de -234,6kJ mol-1 en un entorno
de acidez neutra pH igual a 7) que va acompañada de la liberación de moléculas energéticas
(ATP) –energía materialmente comprometida– puestas a disposición de las levaduras; se trata de
energía en una forma, en una «moneda» que pueda «gastar» el organismo. Esta forma no es el
calor, pues con calor nada puede hacer el organismo; el calor es la forma de energía realmente
«libre», y el organismo «lo deja deslizarse entre los dedos», se desprende de él, lo irradia, como
«excreción», como desecho, como una especie de sobrante de energía que se elimina lo mismo
que las excreciones materiales.
El ATP (trifosfato de adenosina), sin embargo, juega el papel de intermediario y sirve en todas
partes para la acumulación de energía, pues para su formación se requiere relativamente poca
energía. En otras palabras: si, por ejemplo, en el transcurso de una síntesis bioquímica de una
sustancia importante para el organismo, debe superarse una etapa que solo es posible mediante
el consumo de energía, entra en función el ATP, y entonces la etapa que requiere energía se
“acopla” con la rutura del ATP que lo suministra.
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Cada enlace energético en una molécula de ATP corresponde a unas 10.000 cal/mol. Las
levaduras se sirven igualmente de las sustancias nitrogenadas (nitrógeno amoniacal y
aminoácidos), presentes en el mosto, para la síntesis de sus proteinas. Se debe considerar que
el etanol va aumentando de concentración durante el proceso de fermentación y debido a que
es un compuesto tóxico, cuando su concentración alcanza aproximadamente un 12% de
volumen las levaduras tienden a morir. Esta es una de las razones fundamentales por las que
las bebidas alcohólicas (no destiladas) no alcanzan valores superiores a los 20% de
concentración de etanol.
Figura 13. Mecanismo de reacción de la fermentación alcohólica
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1.7.6. Limitaciones del proceso. La determinación de los factores que limitan la glicólisis
fermentativa del etanol son complejos debido a la interrelación existente y a la naturaleza de
los parámetros intervinientes durante el proceso de fermentación. Algunos de ellos se deben
tener en cuenta en la fermentación alcohólica industrial. En las limitaciones que surgen durante
el proceso se pueden enumerar algunos de los más importantes como son:
1.7.6.1. Concentración de etanol resultante. Una de las principales limitaciones del proceso,
es la resistencia de las levaduras a las concentraciones de etanol (alcohol) que se llegan a
producir durante la fermentación, algunos microorganismos como el saccharomyces cerevisiae
pueden llegar a soportar hasta el 20% de concentración en volumen.
1.7.6.2. Acidez del sustrato. El pH es un factor limitante en el proceso de la fermentación ya
que las levaduras se encuentran afectadas claramente por el ambiente, bien sea alcalino o
ácido. Por regla general el funcionamiento de las levaduras está en un rango que va
aproximadamente desde 3.5 a 5.5 de pH. Los procesos industriales procuran mantener los
niveles óptimos de acidez durante la fermentación usualmente mediante el empleo de
disoluciones tampón. Los ácidos de algunas frutas (ácido tartárico, málico) limitan a veces este
proceso.
1.7.6.3. Concentración de azúcares. La concentración excesiva de hidratos de carbono en
forma de monosacáridos y disacáridos puede frenar la actividad bacteriana. De la misma forma
la baja concentración puede frenar el proceso. Las concentraciones límite dependen del tipo de
azúcar así como de la levadura responsable de la fermentación.
1.7.6.4. Contacto con el aire. Una intervención de oxígeno (por mínima que sea) en el proceso
lo detiene por completo (es el denominado Efecto Pasteur). Esta es la razón por la que los
recipientes fermentadores se cierren herméticamente.
1.7.6.5. La temperatura. El proceso de fermentación es exotérmico, y las levaduras tienen un
régimen de funcionamiento en unos rangos de temperatura óptimos, se debe entender además
que las levaduras son seres mesófilos. Si se expone cualquier levadura a una temperatura
cercana o superior a 55 °C por un tiempo de 5 minutos se produce su muerte. La mayoría
cumple su misión a temperaturas de 30 °C.
28
1.7.6.6. Ritmo de crecimiento de las cepas. Durante la fermentación las cepas crecen en
número debido a las condiciones favorables que se presentan en el medio, esto hace que se
incremente la concentración de levaduras.
1.7.6.7. Selección del microorganismo fermentador. El éxito o fracaso de un proceso
fermentativo comienza con el microorganismo utilizado, en la elección del mismo se deberían
tener en cuenta ciertos criterios generales que se indican a continuación:
 La cepa a utilizar debe ser genéticamente estable.
 Su velocidad de crecimiento debería ser alta.
 La cepa debe estar libre de contaminantes, incluidos fagos.
 Sus requerimientos nutricionales deberían ser satisfechos a partir de medios de cultivo de
costo reducido.
 Debe ser de fácil conservación por largos períodos de tiempo, sin pérdida de sus
características particulares.
 Debería llevar a cabo el proceso fermentativo completo en un tiempo corto.
1.7.7. Saccharomyces Cerevisiae. La levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiae es un
hongo unicelular, la ausencia  de patogenicidad permite su manipulación con las mínimas
precauciones.
Las utilidades industriales más importantes de esta levadura son la producción de cerveza, pan
y vino, gracias a su capacidad de generar dióxido de carbono y etanol durante el proceso de
fermentación. Básicamente este proceso se lleva a cabo cuando esta levadura se encuentra en
un medio muy rico en azúcares (como la D-glucosa).
En condiciones de escasez de nutrientes, la levadura utiliza otras rutas metabólicas que le
permiten obtener un mayor rendimiento energético, y por tanto no realiza la fermentación.
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1.8. Destilación
La destilación es el proceso que se utiliza para llevar a cabo la separación de diferentes líquidos,
que se encuentran disueltos en líquidos, o incluso gases de una mezcla, gracias al
aprovechamiento de los diversos puntos de ebullición de cada sustancia partícipe, mediante
la vaporización y la condensación. Los puntos de ebullición de las sustancias son una propiedad
de tipo intensiva, lo que significa que no cambia en función de la masa o el volumen de las
sustancias, aunque sí de la presión.[8]
En química, se llama destilación simple o destilación sencilla a un tipo de destilación donde
los vapores producidos son inmediatamente canalizados hacia un condensador, el cual los
refresca y condensa de modo que el destilado no resulta puro. Su composición será idéntica a la
composición de los vapores a la presión y temperatura dados.
La destilación sencilla, se usa para separar aquellos líquidos cuyos puntos de ebullición difieren
extraordinariamente (en más de 80°C aproximadamente) o para separar líquidos de sólidos no
volátiles. Para éstos casos, las presiones de los componentes del vapor normalmente son
suficientemente diferentes de modo que la ley de Raoult puede descartarse debido a la
insignificante contribución del componente menos volátil. En este caso, el destilado puede ser
suficientemente puro para el propósito buscado.
El aparato utilizado para la destilación en el laboratorio es el alambique. Consta de un recipiente
donde se almacena la mezcla a la que se le aplica calor, un condensador donde se enfrían los
vapores generados, llevándolos de nuevo al estado líquido y un recipiente donde se almacena el
líquido concentrado.
1.9. Producción de bioetanol
El bioetanol se produce por la fermentación de los azúcares contenidos en la materia orgánica
de las plantas. En este proceso se obtiene el alcohol hidratado, con un contenido aproximado del
5% de agua, que tras ser deshidratado se puede utilizar como combustible. El bioetanol
mezclado con la gasolina produce un biocombustible de alto poder energético con
características muy similares a la gasolina pero con una importante reducción de las emisiones
contaminantes en los motores tradicionales de combustión. El etanol se usa en mezclas con la
gasolina en concentraciones del 5 o el 10%, E5 y E10 respectivamente, que no requieren
modificaciones en los motores actuales.
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1.9.1. Bioetanol de segunda generación. El bioetanol de primera generación se obtiene
mediante la fermentación de azúcares procedentes de diferentes vegetales (maíz, remolacha,
cebada…). El problema es que esas materias primas sirven para alimentar a las personas. El uso
del bioetanol como combustible ha crecido en los últimos años en Europa, Estados Unidos,
Brasil y Canadá, lo que ha repercutido en el precio de algunos alimentos.[9]
La producción mundial total de bioetanol aumentó de 2001 a 2009 un 430%, con una tasa anual
de crecimiento superior al 17%. El éxito en el uso del bioetanol se debe al aumento en el precio
de los combustibles fósiles y a las ayudas gubernamentales que ha recibido en países como
Brasil y Estados Unidos. Se ha conseguido incrementar la seguridad en el suministro doméstico
de combustibles, reducir la emisión de gases de efecto invernadero y ayudar a las industrias y a
las comunidades rurales.
Sin embargo, como decimos, la producción de esta primera generación de bioetanol encarece
algunos alimentos. Además, también puede hacer desaparecer ecosistemas naturales. Para evitar
estos inconvenientes se están realizando investigaciones para otras fuentes naturales
alternativas para elaborar los llamados biocombustibles de segunda generación.[10]
Se llama biocombustibles  de segunda generación a los que se obtienen de otras fuentes
naturales alternativas, como lo es, la biomasa lignocelulósica, es decir, un componente esencial
de la madera que incluye residuos forestales y agroindustriales como serrines, restos de
molienda y de la fabricación de papel, etc., puede ser una de las más adecuadas. La producción
de etanol a partir de este tipo de biomasa presenta algunas ventajas medioambientales respecto
de la producción de etanol por fermentación de azúcares. Sin embargo, el grado de
comercialización de este etanol de segunda generación es todavía lento.
Algunas plantas ya están realizando pruebas en América del Norte y Europa, pero el proceso de
comercialización es lento por los riesgos asociados al desarrollo de la tecnología, la elevada
inversión de capital necesaria y los escasos retornos previstos a corto plazo.
Así mismo, aunque presenta evidentes ventajas medioambientales en relación con la
renovabilidad y no competiría con la producción de alimentos, el bioetanol de segunda
generación debe competir económicamente con los costes de producción del etanol de primera
generación. Según un estudio, el etanol lignocelulósico podría ser competitivo respecto al etanol
de primera generación en el año 2020.
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1.9.2. Ventajas del Bioetanol de Segunda Generación con respecto al de Primera
 Menor nivel de impactos ambientales.
 Un mayor rendimiento en combustible o energía por hectárea, debido a que es posible
aprovechar el total de la biomasa.
 El potencial encerrado en el aprovechamiento de una vasta gama de materia prima, y en
particular, de residuos o desechos como paja o madera.
 Presenta bajo nivel de emisiones.
 No compite por el suelo destinado a alimentos.
1.9.3. Desventajas del Bioetanol de Segunda Generación con respecto al de Primera
 La necesidad de inversiones de varios miles de millones de dólares para una planta
procesadora.
 Los problemas logísticos relacionados con el abastecimiento de materias primas para las
plantas.
 La producción de los biocombustibles de segunda generación competiría también en alguna
dimensión, con otros usos como son la agricultura, el desarrollo urbano, usos forestales o
hábitats naturales.
 La posible utilización de organismos modificados genéticamente.
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2. MARCO EXPERIMENTAL
2.1. Diseño experimental para la hidrólisis alcalina y enzimática de los desechos de
plátano.
Por la bibliografía consultada se conoce que la concentración de NaOH  usada para el bagazo de
caña es del 8% (p/v), equivalente a una solución 2 molar, cuando el remanente de la planta de
plátano a tratarse tiene una luz de malla de 0,4mm tiene el mismo aspecto, y dureza que el
bagazo de caña; se establece crear rangos de concentración del hidróxido de sodio 1.5,  2 y  2.5
molar. Se controlará la temperatura de la hidrólisis en 50, 70 y 90 °C. La exposición en la
hidrolisis alcalina se la realizará a tiempo de tres horas según la bibliografía recomendada. El
porcentaje de disolución soluto/solvente para la hidrólisis alcalina será de 10 %(p/v), es decir,
100 g de la muestra en 1000 mL de solución.
En la hoja técnica de las enzimas Celulasas, con las que se trabajará, se establece que la
temperatura óptima de operación está en el rango establecido de 50 a 60 °C, por lo que se elige
una sola temperatura de trabajo de 55 °C y el pH en rangos de 5 a 6, por lo que se propone
trabajar a pH de 5, 5.5 y 6, la concentración con la que se recomienda trabajar es del 2 % (p/p
del sustrato seco), para encontrar la óptima se variará a en 1.5, 2 y 3%.
Dónde:
C1 es la concentración del 1,5 molar de NaOH.
C2 es la concentración del 2 molar de NaOH.
C3 es la concentración del 2,5molar  de NaOH.
T1 Temperatura de exposición de la hidrolisis alcalina a 50°C.
T2 Temperatura de  exposición de la hidrolisis alcalina a 70°C.
T3 Temperatura de  exposición de la hidrolisis alcalina a 90°C.
CE1 concentración de la enzima Celulasas 1,5% (p/p).
CE2 concentración de la enzima Celulasas 2% (p/p).
CE3 concentración de la enzima Celulasas 3% (p/p).
pH1 potencial de 5.
pH1 potencial de 5,5.
pH1 potencial de 6.
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Figura 14. Diseño experimental para la hidrólisis alcalina y enzimática de los residuos
orgánicos del banano.
Por lo tanto la experimentación se convierte en un sistema de muestreo  de  3*3*3*3 que
equivale a 81 muestras a  ser analizadas.
Para el desarrollo de la parte experimental se toma la muestra inicial, que se somete a hidrólisis
alcalina con NaOH a la concentración C1, la misma que trabaja a tres temperaturas definidas:
T1, T2 y T3, posteriormente se repite el procedimiento con las concentraciones C2 y C3, en este
punto se discriminan los resultados de los procesos C2 a T3, y de todos los procesos con la C3,
debido a que se evidencia la pérdida de celulosa de la materia prima.
De estos resultados se obtiene un nuevo sustrato, que pasa a ser la materia prima para la
hidrólisis enzimática, se realiza la hidrólisis enzimática con la concentración CE1, la cual
trabaja a tres pH definidos: pH1, pH2 y pH3, posteriormente se repite el procedimiento con las
concentraciones de enzima CE2 y CE3, para las temperaturas de trabajo y concentración C2,
restantes de la hidrólisis alcalina.
MUESTRA
C1
T1
CE1
pH1
pH2
pH3
CE2
pH1
pH2
pH3
CE3
pH1
pH2
pH3
T2
T3
C2 A
C3 A
A
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2.2. Diagrama de flujo
Obtención de alcohol a partir de hidrolisis alcalina y enzimática de los  desechos biomásicos del plátano.
Figura 15. Diagrama de flujo del proceso de obtención de etanol a partir de los residuos biomásicos del banano
H2O
Residuos no determinados
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2.3. Materiales y Equipos
2.3.1. Hidrólisis alcalina con NaOH
 Balanza analítica [Rango: 0-100 g]; [Ap:±0.0001 g]
 Vidrio de reloj.
 Baño térmico [Rango: 0-400 °C]; [Ap: ±0.1 °C]
 Termómetro [Rango: -10 a 100 °C]; [Ap: ±1 °C]
 Vaso de precipitación [Rango: 0 a 1000 mL]; [Ap: ±200 mL] [9]
2.3.2. Determinación de lignina
 Balón de destilación 250 mL.
 Equipo Sohxlet.
 Papel filtro.
 Embudo.
 Balanza analítica [Rango: 0-1000 g]; [Ap:±0.0001 g]
 Reverbero.
 Malla de amianto.
 Baño térmico.
 Matraz 50 mL (Ap±10 mL).
 Agitador.
 Probeta 100 mL (Ap±1 mL)
 Refrigerante.
 Mangueras.
 Termómetro [Rango: -10 a 100 °C]; [Ap: ±1 °C]
2.3.3. Hidrolisis enzimática
 Balanza analítica [Rango: 0-100 g]; [Ap:±0.0001 g]
 Vidrio de reloj.
 Baño térmico.
 Termómetro [Rango: -10 a 100 °C];[Ap: ±1 °C]
2.3.4. Determinación de azúcares reductores
 Equipo de determinación de azúcares reductores.
 Vasos de plástico de 100 mL.
 Pipetas 5 mL (Ap±0,1 mL)
 Pipetas 10 mL (Ap±0,1 mL)
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 Vidrio de reloj.
 Reverbero.
 Agitadores.
 Matraz.
 Malla de amianto.
 Termómetro [Rango: -10 a 100 °C]; [Ap: ±1 °C]
 Cronómetro [Ap: ±0.01 seg]
 Pinza para matraz.
2.3.5. Fermentación
 Incubadora [Rango: 0-400 °C];[Ap: ± 0.1 °C]
 Botellas de vidrio.
 Agitador.
 Balanza Analítica [Rango: 0-100 g];[Ap:±0.0001 g]
 Balón de destilación de 500 mL.
 Incubadora [Rango: 0-400 °C]; [Ap: ±0.1 °C]
 Mangueras.
 Jeringuillas.
 Termómetro [Rango: -10 a 100 °C]; [Ap: ±1 °C]
 Potenciómetro  [Rango: 0-14];[Ap: ±0.01]
 Corchos.
 Refractómetro [Rango: 0-100 °Brix];[Ap: ±0.25 °Brix]
 Tubo refrigerante de Liebig.
 Autoclave T=121 °C, P=1.1 bar.
 Tubos fusible.
 Botellas plásticas.
 Alcoholímetro Gay Lussac [Rango: 0-100 °GL]; [Ap:±1 °GL]
2.4. Sustancias y reactivos
2.4.1. Hidrólisis alcalina usando NaOH
 Material del residuo de plátano.
 Agua destilada [H2O].
 Hidróxido de sodio [NaOH]  (1,5 mol/L), (2,0 mol/L), (2,5 mol/L).
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2.4.2. Determinación de lignina
 Material del residuo de plátano que queda como resultado de la hidrolisis alcalina con
hidróxido de sodio.
 Agua destilada [H2O]
 Benceno [C6H6]
 Etanol [C2H5OH]
 Ácido sulfurito 5% [H2SO4]
2.4.3. Hidrolisis enzimática
 Material del residuo de plátano  que queda como resultado de la hidrólisis alcalina con
hidróxido de sodio.
 Agua destilada [H2O]
 Carbonato de calcio [CaCO3, al 5% p/v]
 Ácido sulfúrico [H2SO4, al 5%p/v]
 Enzimas Celulasas [1.5, 2, 3% p/p con sustrato]
2.4.4. Determinación de azúcares reductores
 Solución de Fehling A (CuSO4 x 5H2O)
 Solución de Fehling B (NaOH + KNaC4H4O6 x 4H2O)
 Ácido sulfúrico 10% [H2SO4]
 Agua destilada [H2O]
 Yoduro de potasio 10% [KI]
2.4.5. Fermentación
 Saccharomyces Cerevisiae.
 Ácido Sulfúrico [H2SO4]  (2% p/p)
 Carbonato de Calcio [CaCO3] (5% p/p)
 Agua destilada [H2O]
2.5. Procedimiento
2.5.1. Hidrólisis alcalina usando NaOH. Se prepara 1000 mL de solución de NaOH 1,5
molar, se agrega 100 g de sustrato con un tamaño de partícula <0,4 mm, ésta solución se
somete a calentamiento continuo a 50°C, se repite el procedimiento a las temperaturas de 70 y
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90 °C. Posteriormente se realiza el mismo procedimiento variando las concentraciones de
NaOH a 2 y 2,5 molar, y a las temperaturas antes mencionadas.
2.5.2. Determinación de lignina. Este procedimiento se lo realiza antes y después de la
hidrólisis alcalina con NaOH para tener un parámetro que nos muestre cuales de las
concentraciones y temperaturas son las óptimas en la deslignificación del residuo biomásico
del plátano. Donde se sigue el procedimiento descrito a continuación.
2.5.2.1. Extracción de los solubles en alcohol–benceno. Se toma 2 g de la muestra los que
son sometidos a extracción de los materiales solubles en 250 mL de una solución compuesta
por dos partes de benceno  y una parte de etanol. Con los solventes se extraen todas las
sustancias de baja polaridad como resinas, ácidos grasos, hidrocarburos y parte de los taninos.
Se realizó la extracción en el extractor tipo Sohxlet por un tiempo de cuatro horas.
2.5.2.2. Eliminación de los compuestos solubles en agua caliente. Los residuos de la
extracción, se los trató con agua a baño termostático por tres horas. El agua caliente disuelve
todos los solutos que no fueron solubles en la etapa anterior. Incluye el resto de los taninos,
azúcares, aminoácidos, alcoholes.
2.5.2.3. Determinación del contenido de lignina insoluble en ácido.
 Mezclar la muestra libre de solubles con 15 ml de H2SO4 al 72 %, se agitan con frecuencia
a 15 ºC durante dos horas.
 Diluir el ácido con agua destilada hasta tener una concentración del 3 %.
 Colocar a reflujo  durante cuatro horas, tiempo previsto para la hidrólisis de la celulosa.
 Filtrar los residuos que corresponden a lignina.
 Secar hasta masa constante.
 Pesar y determinar el porcentaje de lignina.
2.5.3. Hidrólisis enzimática de la celulosa
 Tomar 10 g de la muestra resultante de la hidrolisis alcalina colocar en un vaso de
precipitación de 100 mL.
 Adicionar 50 mL de agua destilada, revolver hasta formar una solución homogénea.
 Adecuar el pH  en 5, ya sea con ácido sulfúrico para bajarlo o con la solución de carbonato
de calcio para subir el potencial.
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 Calentar en el baño térmico hasta una temperatura de 55 °C revolviendo constantemente.
 Adicionar el 1,5 %, en peso del sustrato seco de la enzima celulasas (Celluclast 1.5L)
 Revolver continuamente
 Medir el pH continuamente, ya que cuando la enzima actúa baja el potencial y hay que
ajustarlo.
 Introducir en la estufa que se encuentra a 55 °C y dejar que actúen las enzimas por 48 horas.
 Medir continuamente los grados brix de la solución.
 Repetir el procedimiento para pH de 5,5 y 6.
 Finalmente realizar el procedimiento variando las concentraciones de enzima en 2,5 y 3 %.
2.5.4. Determinación de azúcares reductores.
 Colocar 5 mL de la solución de Fehling A y 5 mL de la solución Fehling B en un matraz de
250 mL. Añadir 20 mL de agua destilada y un volumen de 2 mL de la muestra a determinar
azúcares reductores.
 Someter a calentamiento, dejar a ebullición por 2 minutos exactamente, retirar del reverbero
y dejar enfriar hasta temperatura ambiente.
 Colocar la muestra en el vaso de plástico del equipo de azúcares reductores
 Adicionar 10 mL de ácido sulfúrico al 10 % y 10 mL de yoduro de potasio al 10 % tapar la
muestra.
 Colocar la muestra en el equipo, programarlo para que titule con la solución de tiosulfato de
sodio.
 Observar el cambio de potencial e imprimir resultados del porcentaje de azucares
reductores.
2.5.5. Fermentación
 Medir el pH de las soluciones de 9 grados brix en adelante, que han pasado por el
tratamiento enzimático y adecuar a 4,5.
 Medir el volumen de muestra, y colocarlo dentro de una botella plástica.
 Encender la incubadora y colocarla a 30 °C.
 Tomar aproximadamente 20 mL de muestra y ponerla dentro de la incubadora.
 Pesar la levadura en la balanza analítica de tal manera que esta sea el 1% del contenido de
azúcares.
 Poner la levadura dentro de los 20 mL de solución, agitar suavemente y poner en la
incubadora por media hora. Al igual que el resto de la solución para que también alcance la
temperatura deseada.
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 Adicionar los 20 mL de la solución en la botella plástica y taparla con ayuda de un tapón
que la conecte por medio de un tubo fusible a otra botella plástica llena con agua.
 Controlar el pH y los grados Brix con el refractómetro. Si el pH baja adicionar CaCO3.
 Dejar dentro de la incubadora la muestra por un tiempo de aproximadamente 72 horas, o
hasta que sus grados Brix permanezcan constantes.
2.6. Parte experimental.
2.6.1. Cuantificación de lignina en el sustrato de los residuos biomásicos de plátano, previo a
la hidrólisis alcalina.
Tabla 2. Cantidad de  Lignina en el  Sustrato, previo a la hidrólisis alcalina
con NaOH, para 1g de muestra
SUSTRATO MUESTRA
PESO 1,
crisol+1g de
sustrato, g
PESO
2,crisol+restos
de lignina, g
LIGNINA, g LIGNINA, %
Residuo
biomásico de
plátano
1 9,6330 9,1228 0,5102 51,02
2 9,9739 9,4832 0,4907 49,07
3 9,7484 9,3049 0,4435 44,35
Promedio 48,15
Estos resultados se obtienen luego de la prueba de determinación de lignina, descrita en el literal
2.5.2.
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2.6.2. Resultados de la hidrólisis alcalina.
Tabla 3. Resultados de la hidrolisis alcalina con NaOH, para deslignificación
No.
Concentración
de NaOH,
mol/L
T, °C Pesoinicial, g
Peso
final, g
Pérdida de peso
por
deslignificación,
g
1
1,5
50
100
51,98 48,02
2 70 46,37 53,63
3 90 43,02 56,98
4
2
50 40,63 59,37
5 70 35,76 64,24
6 90 28,49 71,51
7
2,5
50 18,95 81,05
8 70 11,71 88,29
9 90 9,52 90,48
El peso inicial corresponde al sustrato virgen, y se toma 100 g, para facilidad de trabajo para
cada caso experimental, mientras que los pesos finales corresponden al producto de celulosa y
hemicelulosa, más restos de lignina que se obtiene luego de las tres horas de hidrólisis, del
lavado y secado del residuo y la pérdida de peso corresponde a la lignina que se desprende en la
desliginificación, más parte de celulosa y hemicelulosa que se hidrolizan en éste proceso. De
aquí se debe seleccionar las mejores condiciones de desliginifiación, donde se obtenga bajo
porcentaje de lignina residual, baja pérdida de celulosa y hemicelulosa.
2.2.1. Cuantificación de lignina posterior a la hidrólisis alcalina.
Tabla 4. Resultados de lignina y celulosa y hemicelulosa, posterior a la
hidrólisis alcalina con NaOH, para 1g de muestra.
No. % delignina
% de celulosa y
hemicelulosa
Peso de celulosa y
hemicelulosa, g
Peso de lignina
residual, g
1 19,83 80,17 41,68 10,30
2 17,36 82,64 38,32 8,05
3 11,39 88,61 38,12 4,90
4 4,8 95,2 38,68 1,95
5 1,34 98,66* 35,28 0,48
6 0,14 100* 28,49 0
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Continuación Tabla 4.
No. % delignina
% de celulosa y
hemicelulosa
Peso de celulosa y
hemicelulosa, g
Peso de lignina
residual, g
7 0 100* 18,95 0
8 0 100* 11,71 0
9 0 100* 9,52 0
*Los datos teóricamente representan 100% de celulosa y hemicelulosa, puesto que en la prueba
de contenido de lignina NO se obtiene residuo sólido, pero al mismo tiempo observamos en la
Tabla 3 una pérdida excesiva de peso, que corresponde a un porcentaje mayor del contenido de
lignina de la muestra inicial, por lo que se concluye que existe una pérdida considerable de
celulosa y hemicelulosa, por lo cual se descarta estos resultados, y no serán tomados en cuenta
para la hidrólisis enzimática.
Estos resultados se obtienen luego de la prueba de determinación de lignina, descrita en el literal
2.5.2.
2.6.4. Resultados de la hidrólisis enzimática. El peso de la muestra corresponde a 10 g del
sustrato resultante de la hidrólisis alcalina, que, posterior a ésta fue lavado y acondicionado su
pH, la solución de 50 mL contiene 50 mL de agua destilada adecuada a 55 °C, la cual varía el
pH y la concentración de la enzima, según lo detallado en el procedimiento experimental.
Tabla 5. Resultados de azúcares reductores, posterior a la hidrólisis enzimática con
celulasas, (por 48 horas a 55 °C, para 10 g de muestra en 50 mL de agua)
No. Concentración deNaOH, mol/L T, °C
Concentración de
la enzima, %(p/p) pH
%
Azúcares
BRIX,
corregidos
1
1,5 50
1,5
5 11,14 11,5
2 5,5 10, 68 11
3 6 9,54 9,5
4
2
5 12,98 13,75
5 5,5 11,41 12
6 6 9,47 9,75
7
3
5 12,96 13,75
8 5,5 12.03 12,25
9 6 9,04 9,5
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Continuación Tabla 5.
No. Concentración deNaOH, mol/L T, °C
Concentración de
la enzima, %(p/p) pH
%
Azúcares
BRIX,
corregidos
10
1,5
70
1,5
5 11, 67 11,75
11 5,5 11,32 11,5
12 6 9,88 9,5
13
2
5 13,57 14,25
14 5,5 11,89 12,5
15 6 9,72 10
16
70 3
5 14,09 14,25
17 5,5 12,24 12,5
18 6 9,65 9,75
19
90
1,5
5 11,68 12
20 5,5 11,01 11,25
21 6 8,67 9,75
22
2
5 14,87 15
23 5,5 12,56 12,75
24 6 9, 74 9,75
25
3
5 14,36 15, 25
26 5,5 14,67 13,5
27 6 9,62 9,75
28
2
50
1,5
5 14, 07 14,25
29 5,5 10,03 10, 25
30 6 9,55 9, 75
31
2
5 17,54 18
32 5,5 12,76 13
33 6 9,43 10
34
3
5 16,98 18
35 5,5 13,03 13,25
36 6 9,35 9,5
37
70
1,5
5 15,83 16
38 5,5 12 12,75
39 6 8,75 9, 75
40
2
5 18,76 19,25
41 5,5 11,55 12
42 6 9,23 10
43
3
5 17,62 19,5
44 5,5 12,04 12,75
45 6 9,93 10,25
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Los valores marcados, entran en el rango óptimo para la fermentación alcohólica, debido a que
no necesitan ser concentrados, y esto beneficia al consumo de energía y recursos en el proceso,
por lo que el resto de muestras son descartadas para el proceso de fermentación.
2.6.5. Fermentación alcohólica y destilación
Tabla 6.  Resultados de la fermentación alcohólica y destilación, a
temperatura de 37°C, pH de 4,5, tiempo de 72 horas con una concentración
de 2% de levadura a 45mL de volumen de fermentación
No. Grados Brix Volumen deldestilado, mL *GL(°15) *Densidad
4 13,75 17 20 0,9687
7 13,75 18 20 0,9687
13 14,25 15 21 0,9669
16 14,25 14 22 0,9648
22 15 12 23 0,9642
25 15, 25 15 22 0,9652
26 13,5 13 22 0,9648
28 14,25 16 22 0,9548
34 18 13 27 0,9588
35 13,25 16 21 0,968
40 19,25 18 31 0,9478
43 19,5 16 29 0,949
* Los grados Gay Lussac al igual que la densidad, son valores obtenidos posterior a la
destilación. La medida de los grados Gay Lussac se realiza haciendo una dilución de 10mL
obtenidos de la destilación en 90mL de agua destilada, debido a que la cantidad obtenida de
etanol es muy baja.
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3. CÁLCULOS Y RESULTADOS
3.1. Cálculo del porcentaje de lignina.
%Lignina = ∗ 100 (4)
Para la repetición de la muestra 1.%Lignina = (9,675g − 9,4767g) ∗ 100 = 19,83%
3.2. Cálculo del valor medio del porcentaje de lignina%Lignina = (5)
Para la repetición de la muestra: porcentaje inicial%Lignina = 51,02%+ 49,07%+ 44,35%3 = 48,15%
Tabla 7. Porcentaje de lignina después de la hidrolisis alcalina con NaOH
No. % de lignina en la
muestra inicial
% de lignina en la
muestra final
% de celulosa y
hemicelulosa
1
48,15
19,83 80,17
2 17,36 82,64
3 11,39 88,61
4 4,8 95,2
5 1,34 98,66
6 0,14 99,86
7 0 100
8 0 100
9 0 100
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3.3. Cálculo de la ecuación experimental del proceso de hidrólisis enzimática
Tabla 8. Grados Brix mayores a 13 después de la  hidrolisis enzimática.
No.
Concentración
de NaOH,
mol/L
T, °C
Concentración
de la enzima,
%(p/p)
pH *GRADOS
BRIX
%Azúcares
4
1,5
50
2 5 13,75 12,98
7 3 5 13,75 12,96
13
70
2 5 14,25 13,57
16 3 5 14,25 14,09
22
90
2 5 15 14,87
25
3
5 15, 25 14,36
26 5,5 13,5 14,67
28
2
50
1,5 5 14,25 14, 07
34
3
5 18 16,98
35 5,5 13,25 13,03
40
70
2 5 19,25 18,76
43 3 5 19,5 17,62
*Según la bibliografía encontrada los brix necesarios para la fermentación están en el rango de
13 a 16 por lo tanto se escoge estas muestras, para no tener que concentrar y gastar energía
innecesaria y se establece la cinética para dichas muestras.
3.3.1. Muestra 4. Para la muestra 4  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración de
enzima de 2% (peso/peso del material seco).
Tabla 9. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrólisis enzimática
para la muestra 4.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 1,5
5 2
8 3,75
24 6,25
26 8
29 9,5
33 11
48 13,75
47
Para encontrar la ecuación experimental característica para este tipo de hidrólisis, se emplea el
método diferencial:
Se parte de la ecuación:− = (6)
En donde:
S= Concentración Sustrato
k= Constante de velocidad de reacción específica
α= Orden de reacción
Para encontrar k y α se toma el logaritmo natural de ambos lados de la ec. 1:
ln − = ln( ) + ln( ) (7)
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 9.
Gráfico 1. °Brix=f(Tiempo), para la hidrólisis enzimática de la muestra 4.
y = -0,0005x2 + 0,2992x + 0,7147
R² = 0,9734
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Se linealiza la ecuación
Tabla 10. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 4
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 1,5 0,40546511 0,2962 -1,21672038
5 2 0,69314718 0,2942 -1,22349547
8 3,75 1,32175584 0,2912 -1,23374496
24 6,25 1,83258146 0,2752 -1,29025717
26 8 2,07944154 0,2732 -1,29755115
29 9,5 2,2512918 0,2702 -1,30859285
33 11 2,39789527 0,2662 -1,32350737
48 13,75 2,62103882 0,2512 -1,38150584
Gráfico 2. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 4.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,0656 ln( ) − 1,1729 (8)
ln (k)= -1,1729
k=0,3094
α=-0,0656
y = -0,0656x - 1,1729
R² = 0,8818
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La ecuación cinética experimental para la muestra 4 es:− = 0,3094 ∗ , (9)
3.3.2. Muestra 7. Para la muestra 7 que se hidrolizo con un pH de 5 y a una concentración de
enzima de 3% (peso/peso del material seco).
Tabla 11. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrólisis enzimática
para la muestra 7.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 1,75
5 2,25
8 3,75
24 6,25
26 8,5
29 10
33 11,25
48 13,75
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 11.
Gráfico 3. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 7.
y = -0,0009x2 + 0,3187x + 0,8023
R² = 0,9671
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Se linealiza la ecuación
Tabla 12. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 7.
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 1,75 0,55961579 0,3133 -1,16059408
5 2,25 0,81093022 0,3097 -1,17215119
8 3,75 1,32175584 0,3043 -1,18974122
24 6,25 1,83258146 0,2755 -1,28916765
26 8,5 2,14006616 0,2719 -1,30232093
29 10 2,30258509 0,2665 -1,32238104
33 11,25 2,42036813 0,2593 -1,34976959
48 13,75 2,62103882 0,2323 -1,45972564
Gráfico 4. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 7.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,1247 ln( ) − 1,0623 (10)
ln (k)= -1,0623
k= 0,346
α=-0,1247
y = -0,1247x - 1,0623
R² = 0,8786
-1,6
-1,4
-1,2
-1
-0,8
-0,6
-0,4
-0,2
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
ln 
(-d
S/d
t)
ln (S)
51
La ecuación cinética experimental para la muestra 7 es:− = 0,346 ∗ , (11)
3.3.3. Muestra 13. Para la muestra 13  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 2% (peso/peso del material seco).
Tabla 13. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrólisis enzimática
para la muestra 13.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 2
5 2,25
8 4,5
24 7,25
26 8,5
29 12
33 12,25
48 14,25
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla13.
Gráfico 5. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 13.
y = -0,0022x2 + 0,3936x + 0,7428
R² = 0,9464
0
3
6
9
12
15
18
21
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Gr
ad
os 
Bri
x
Tiempo (horas)
52
Se linealiza la ecuación
Tabla 14. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 13
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 2 0,69314718 0,3804 -0,96653195
5 2,25 0,81093022 0,3716 -0,98993727
8 4,5 1,5040774 0,3584 -1,0261056
24 7,25 1,98100147 0,288 -1,2447948
26 8,5 2,14006616 0,2792 -1,27582691
29 12 2,48490665 0,266 -1,32425897
33 12,25 2,50552594 0,2484 -1,39271493
48 14,25 2,65675691 0,1824 -1,7015532
Gráfico 6. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 13.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,288 ln( ) − 0,7083 (12)
ln (k)= -0,7083
k= 0,492
α=-0,288
y = -0,288x - 0,7083
R² = 0,7991
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La ecuación cinética experimental para la muestra 13 es:
− = 0,492 ∗ , (13)
3.3.4. Muestra 16. Para la muestra 16  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 3% (peso/peso del material seco).
Tabla 15. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrólisis enzimática
para la muestra 16.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 2
5 2,5
8 4,75
24 7
26 8,25
29 10,25
33 11,5
48 14,25
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 15.
Gráfico 7. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 16.
y = -0,0006x2 + 0,3009x + 1,3468
R² = 0,9679
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Se linealiza la ecuación
Tabla 16. Linealización de la Ecuación Experimental de la Hidrólisis
Enzimática de la muestra 16.
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 2 0,69314718 0,2973 -1,21301355
5 2,5 0,91629073 0,2949 -1,22111896
8 4,75 1,55814462 0,2913 -1,23340162
24 7 1,94591015 0,2721 -1,30158563
26 8,25 2,1102132 0,2697 -1,31044505
29 10,25 2,32727771 0,2661 -1,3238831
33 11,5 2,44234704 0,2613 -1,34208611
48 14,25 2,65675691 0,2433 -1,41346003
Gráfico 8. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática  la muestra 16.
De lo que se obtiene:ln − = −0,899 ln( ) − 1,1302 (14)
ln (k)= -1,1302
k= 0,322
α=-0,899
y = -0,0899x - 1,1302
R² = 0,8732
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La ecuación cinética experimental para la muestra 16 es:
− = 0,322 ∗ , (15)
3.3.5. Muestra 22. Para la muestra  22 que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 2% (peso/peso del material seco).
Tabla 17.Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática
para la muestra 22.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 3
5 4,5
8 6,5
24 7,25
26 9,5
29 10,25
33 13,5
48 15
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 17.
Gráfico 9. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 22.
y = 3E-05x2 + 0,2545x + 3,0663
R² = 0,9132
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Se linealiza la ecuación
Tabla 18. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 22.
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 3 1,09861229 0,25432 -1,36916196
5 4,5 1,5040774 0,2542 -1,36963392
8 6,5 1,87180218 0,25402 -1,37034227
24 7,25 1,98100147 0,25306 -1,37412866
26 9,5 2,2512918 0,25294 -1,37460297
29 10,25 2,32727771 0,25276 -1,37531486
33 13,5 2,60268969 0,25252 -1,37626483
48 15 2,7080502 0,25162 -1,37983527
Gráfico 10. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática  la muestra 22.
De lo que se obtiene:ln − = −0,0063 ln( ) − 1,3608 (16)
ln (k)= -1,3608
k= 0,256
α=-0,0063
y = -0,0063x - 1,3608
R² = 0,8628
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La ecuación cinética experimental para la muestra 22 es:
− = 0,256 ∗ , (17)
3.3.6. Muestra 25. Para la muestra  25  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 3% (peso/peso del material seco).
Tabla 19.Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática
para la muestra 25.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 2,75
5 4
8 5,75
24 7
26 8,75
29 9,25
33 13,5
48 15,25
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 19.
Gráfico 11. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 25.
y = 0,0011x2 + 0,2167x + 2,7558
R² = 0,9179
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Se linealiza la ecuación
Tabla 20. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática de la
muestra 25.
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 2,75 1,01160091 0,2101 -1,56017167
5 4 1,38629436 0,2057 -1,58133648
8 5,75 1,74919985 0,1991 -1,61394807
24 7 1,94591015 0,1639 -1,80849879
26 8,75 2,1690537 0,1595 -1,83571136
29 9,25 2,22462355 0,1529 -1,87797117
33 13,5 2,60268969 0,1441 -1,93724778
48 15,25 2,7245795 0,1111 -2,19732458
Gráfico 12. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 25.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,3408 ln( ) − 1,1279 (18)
ln (k)= -1,1279
k= 0,323
α=-0,3408
y = -0,3408x - 1,1279
R² = 0,8538
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La ecuación cinética experimental para la muestra 25 es:
− = 0,323 ∗ , (19)
3.3.7. Muestra 26. Para la muestra 26  que se hidrolizo con un pH de  5,5  y a una concentración
de enzima de 3% (peso/peso del material seco).
Tabla 21. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática
para la muestra 26.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 2,5
5 2
8 3,75
24 5,25
26 8,25
29 9,5
33 12
48 13,5
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 21.
Gráfico13. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 26.
y = -6E-05x2 + 0,2709x + 1,1753
R² = 0,9193
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Se linealiza la ecuación
Tabla 22. Linealización ecuación experimental de la hidrólisis enzimática de la
muestra 26.
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 2,5 0,91629073 0,27054 -1,30733532
5 2 0,69314718 0,2703 -1,30822283
8 3,75 1,32175584 0,26994 -1,30955557
24 5,25 1,65822808 0,26802 -1,31669367
26 8,25 2,1102132 0,26778 -1,31758953
29 9,5 2,2512918 0,26742 -1,31893482
33 12 2,48490665 0,26694 -1,32073136
48 13,5 2,60268969 0,26514 -1,32749729
Gráfico 14. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 26.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,0092 ln( ) − 1,2997 (20)
ln (k)= -1,2997
k= 0,2726
α=-0,0092
y = -0,0092x - 1,2997
R² = 0,8943
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La ecuación cinética experimental para la muestra 26 es:
− = 0,2726 ∗ , (21)
3.3.8. Muestra 28. Para la muestra 28  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 1,5% (peso/peso del material seco).
Tabla 23. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática
para la muestra 28.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 1,5
5 3,75
8 5
24 7
26 9,75
29 11,75
33 12
48 14,25
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 23.
Gráfico 15. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 28.
y = -0,0023x2 + 0,3851x + 1,254
R² = 0,9404
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Se linealiza la ecuación
Tabla 24. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 28
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 1,5 0,40546511 0,3713 -0,99074492
5 3,75 1,32175584 0,3621 -1,01583486
8 5 1,60943791 0,3483 -1,0546911
24 7 1,94591015 0,2747 -1,29207569
26 9,75 2,27726729 0,2655 -1,32614044
29 11,75 2,46385324 0,2517 -1,37951738
33 12 2,48490665 0,2333 -1,4554301
48 14,25 2,65675691 0,1643 -1,80606125
Gráfico 16. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática  la muestra 28.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,3042 ln( ) − 0,7134 (22)
ln (k)= -0,7134
k= 0,489
α=-0,3042
y = -0,3042x - 0,7134
R² = 0,7127
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La ecuación cinética experimental para la muestra 28 es:
− = 0,489 ∗ , (23)
3.3.9. Muestra 34. Para la muestra 34  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 3% (peso/peso del material seco).
Tabla 25. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática
para la muestra 34.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 3,75
5 6
8 7
24 12
26 12
29 15,25
33 16,25
48 18
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 25.
Gráfico 17. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 34.
y = -0,0037x2 + 0,4977x + 2,9262
R² = 0,9719
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Se linealiza la ecuación
Tabla 26. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 34
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 3,75 1,32175584 0,4755 -0,7433884
5 6 1,79175947 0,4607 -0,77500821
8 7 1,94591015 0,4385 -0,82439547
24 12 2,48490665 0,3201 -1,13912183
26 12 2,48490665 0,3053 -1,18646038
29 15,25 2,7245795 0,2831 -1,26195509
33 16,25 2,78809291 0,2535 -1,37239146
48 18 2,89037176 0,1425 -1,94841328
Gráfico 18. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 34.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,6138 ln( ) − 0,2578 (24)
ln (k)= -0,2578
k= 0,772
α=-0,6138
y = -0,6138x + 0,2578
R² = 0,7369
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La ecuación cinética experimental para la muestra 34 es:
− = 0,772 ∗ , (25)
3.3.10. Muestra 35. Para la muestra 35  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 3% (peso/peso del material seco).
Tabla 27. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática para la
muestra 35.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 1
5 3,75
8 4
24 5,5
26 7.75
29 9,25
33 11
48 13,25
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 27.
Gráfico 19. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 35
y = 6E-05x2 + 0,2502x + 1,3879
R² = 0,9266
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Se linealiza la ecuación
Tabla 28. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 35
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 1 0 0,24984 -1,38693457
5 3,75 1,32175584 0,2496 -1,38789564
8 4 1,38629436 0,24924 -1,38933899
24 5,5 1,70474809 0,24732 -1,39707223
26 7,75 2,04769284 0,24708 -1,39804311
29 9,25 2,22462355 0,24672 -1,39950119
33 11 2,39789527 0,24624 -1,40144861
48 13,25 2,58399755 0,24444 -1,4087854
Gráfico 20. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 35.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,008 ln( ) − 1,3825 (26)
ln (k)= -1,3825
k= 0,251
α=-0,008
y = -0,008x - 1,3825
R² = 0,7559
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La ecuación cinética experimental para la muestra 35 es:
− = 0,251 ∗ , (27)
3.3.11. Muestra 40. Para la muestra 40  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 2% (peso/peso del material seco).
Tabla 29. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática
para la muestra 40.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 4
5 6
8 7
24 11
26 12,25
29 14,75
33 16,25
48 19,25
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 29.
Gráfico 21. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 40.
y = -0,0014x2 + 0,4043x + 3,4165
R² = 0,9753
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Se linealiza la ecuación
Tabla 30. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática de la
muestra 40
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 4 1,38629436 0,3959 -0,92659362
5 6 1,79175947 0,3903 -0,9408396
8 6 1,79175947 0,3819 -0,96259648
24 12 2,48490665 0,3371 -1,08737566
26 12,25 2,50552594 0,3315 -1,10412747
29 14,75 2,69124308 0,3231 -1,12979341
33 16 2,77258872 0,3119 -1,16507266
48 19,5 2,97041447 0,2699 -1,30970376
Gráfico 22. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 40.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,2177 ln( ) − 0,5778 (28)
ln (k)= -0,5778
k= 0,561
α=-0,2177
y = -0,2177x - 0,5778
R² = 0,8915
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La ecuación cinética experimental para la muestra 40 es:− = 0,561 ∗ , (29)
3.3.12. Muestra 43. Para la muestra 43  que se hidrolizo con un pH de  5  y a una concentración
de enzima de 3% (peso/peso del material seco).
Tabla 31. Grados Brix en función del tiempo durante la hidrolisis enzimática
para la muestra 43.
Tiempo (horas) Grados Brix
3 4
5 6
8 6
24 12
26 12,25
29 14,75
33 16
48 19,5
Para los datos de velocidad de reacción se grafica los datos obtenidos en la Tabla 31.
Gráfico 23. °Brix=f(Tiempo) para la hidrólisis enzimática de la muestra 43.
y = -0,0014x2 + 0,4043x + 3,4165
R² = 0,9753
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Se linealiza la ecuación
Tabla 32. Linealización de la ecuación experimental de la hidrólisis enzimática
de la muestra 43
t (Horas) Brix ln (S) (-dS/dt) ln (-dS/dt)
3 4 1,38629436 0,4203 -0,86678654
5 6 1,79175947 0,4135 -0,88309776
8 6 1,79175947 0,4033 -0,90807458
24 12 2,48490665 0,3489 -1,05296993
26 12,25 2,50552594 0,3421 -1,07265219
29 14,75 2,69124308 0,3319 -1,10292156
33 16 2,77258872 0,3183 -1,14476094
48 19,5 2,97041447 0,2673 -1,31938366
Gráfico 24. Ln(-dS/dt)=f(ln(S))para la hidrólisis enzimática la muestra 43.
De lo que se obtiene:
ln − = −0,2554 ln( ) − 0,4566 (30)
ln (k)= -0,4566
k= 0,633
α=-0,2554
y = -0,2177x - 0,5778
R² = 0,8915
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La ecuación cinética experimental para la muestra 43 es:
− = 0,633 ∗ , (31)
3.4. Ecuaciones cinéticas experimentales representativas de la hidrólisis enzimática
Tabla 33. Resultados de ecuaciones cinéticas experimentales de la hidrólisis
enzimática con los máximos rendimientos
Muestra Ecuación de la cinética enzimática
4 − = 0,3094 ∗ ,
7 − = 0,346 ∗ ,
13 − = 0,492 ∗ ,
16 − = 0,322 ∗ ,
22 − = 0,256 ∗ ,
25 − = 0,323 ∗ ,
26 − = 0,2726 ∗ ,
28 − = 0,489 ∗ ,
34 − = 0,772 ∗ ,
35 − = 0,251 ∗ ,
40 − = 0,561 ∗ ,
43 − = 0,633 ∗ ,
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3.5. Calculo del Rendimiento de alcohol obtenido%R = ° ° ∗⍴∗ (32)
Donde:
°GL a 15 °C: Grados Gay Lussac corregidos a 15 grados  centígrados (%V/V)⍴: Densidad del etanol (g/ml)
Vd: Volumen del destilado (ml)
g del sustrato seco: Gramos del sustrato seco empleados en cada muestra
3.5.1. Para la repetición  de la muestra 4: %Rendimiento de alcohol
%R = 20° ∗ 0,9687 / ∗ 1710g%R = 32,9358%
Tabla 34. Rendimiento de alcohol para las diferentes muestras.
Muestra % rendimiento del alcohol
4 32,9358
7 34,8732
13 31,182525
16 29,71584
22 26,61192
25 32,5755
28 33,60896
34 33,65388
35 31,7504
40 39,36848
43 37,0912
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3.6. Análisis estadístico ANOVA con variables de la hidrólisis alcalina
Tabla 35. Análisis estadístico ANOVA de la hidrólisis alcalina con NaOH
No. Concentración deNaOH, mol/L (X1) T, °C (X2)
% de lignina en la muestra
(Y)
1 1,5 50 19,83
2 1,5 70 17,36
3 1,5 90 11,39
4 2 50 4,8
5 2 70 1,34
6 2 90 0,14
7 2,5 50 0
8 2,5 70 0
9 2,5 90 0
3.7. Resultados del análisis estadístico ANOVA para hidrólisis alcalina
Tabla 36. Resultado del análisis estadístico ANOVA y Prueba F para la
hidrolisis alcalina con NaOH
Variable Grados de Libertad F experimental F teórico
X1 1 22,67 5,32
X2 1 0,4118 5,32
Combinaciones
X1,X2 2 13,63 4,46
TOTAL 8
Cuando:
Fexp<Fteo: Hipótesis Ho
Fexp>Fteo: Hipótesis H1
Como la regresión con una variable (X1) es la más significativa, se tiene la ecuación modelo de
los valores obtenidos en la incidencia de la concentración de NaOH en el la destrucción de la
lignina:
%LIGNINA=-16,19(C, NaOH)+38,48 (33)
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Pero notamos que cuando se relacionan las dos variables a la vez, se marca una incidencia y por
lo tanto se establece la ecuación:
%LIGNINA=-16,19(C,NaOH)-0,1091(T)+46,12 (34)
3.8. Análisis estadístico ANOVA con variables de la hidrólisis enzimática
Tabla 37. Análisis estadístico ANOVA de la hidrolisis enzimática
No.
Concentración
de NaOH,
mol/L
T, °C
Concentración de
la enzima,
%(p/p), Z1
pH,
Z2
%
Azúcares
BRIX,
corregidos
1
1,5
50
1,5
5 11,14 11,5
2 5,5 10, 68 11
3 6 9,54 9,5
4
2
5 12,98 13,75
5 5,5 11,41 12
6 6 9,47 9,75
7
3
5 12,96 13,75
8 5,5 12.03 12,25
9 6 9,04 9,5
10
70
1,5
5 11, 67 11,75
11 5,5 11,32 11,5
12 6 9,88 9,5
13
2
5 13,57 14,25
14 5,5 11,89 12,5
15 6 9,72 10
16
3
5 14,09 14,25
17 5,5 12,24 12,5
18 6 9,65 9,75
19
90
1,5
5 11,68 12
20 5,5 11,01 11,25
21 6 8,67 9,75
22
2
5 14,87 15
23 5,5 12,56 12,75
24 6 9, 74 9,75
25
3
5 14,36 15, 25
26 5,5 14,67 13,5
27 6 9,62 9,75
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Continuación Tabla 37.
No.
Concentración
de NaOH,
mol/L
T, °C
Concentración de
la enzima,
%(p/p), Z1
pH,
Z2
%
Azúcares
BRIX,
corregidos
28
2
50
1,5
5 14, 07 14,25
29 5,5 10,03 10, 25
30 6 9,55 9, 75
31
2
5 17,54 18
32 5,5 12,76 13
33 6 9,43 10
34
3
5 16,98 18
35 5,5 13,03 13,25
36 6 9,35 9,5
37
70
1,5
5 15,83 16
38 5,5 12 12,75
39 6 8,75 9, 75
40
2
5 18,76 19,25
41 5,5 11,55 12
42 6 9,23 10
43
3
5 17,62 19,5
44 5,5 12,04 12,75
45 6 9,93 10,25
3.9. Resultados del análisis estadístico ANOVA para hidrólisis enzimática
Tabla 38. Resultado del análisis estadístico ANOVA y prueba F para la
hidrólisis enzimática
Variable Grados de Libertad F experimental F teórico
Z1 1 1,94 4,08
Z2 1 86,54 4,08
Combinaciones
Z1,Z2 2 51,75 3,23
TOTAL 44
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Cuando:
Fexp<Fteo: Hipótesis Ho
Fexp>Fteo: Hipótesis H1
Después del análisis ANOVA que se realiza notamos que la variable con mayor incidencia en el
proceso de hidrolisis enzimática es la Z2 que es la variable pH, esta variable tiene más peso
sobre el porcentaje de azúcares reductores obtenidos, con relación a Z1, la concentración de la
enzima.
%AZUCARES REDUCTORES=-5,10(pH)+40,04 (35)
Pero cuando se relacionan ambas variables al mismo tiempo notamos que la incidencia de Z1 y
Z2, que son las variables concentración de la enzima y pH, establecen la siguiente ecuación:
% AZUCARES REDUCTORES =0,85(pH)-5,10(CE)+38,02 (36)
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4. DISCUSIÓN
 En la hidrólisis alcalina se tiene problemas al trabajar con concentraciones y temperaturas
elevadas, puesto que en los resultados de la desliginifación se evidencia que a partir de las
condiciones de 2 mol/L y temperatura de 70 °C existe una pérdida excesiva de masa, es así
que al trabajar a dichas condiciones se obtiene 35,76 g de peso final posterior a la hidrólisis
de los cuales 35,28 g corresponden a celulosa y hemicelulosa y la diferencia a lignina, pero
considerando que se tiene como dato inicial que la muestra posee 51,85 g de celulosa y
hemicelulosa, se observa que existe una pérdida considerable de éstos dos compuestos, si
bien el objetivo de la hidrólisis es la destrucción de la lignina, no es recomendable extremar
las condiciones puesto que se reduce el rendimiento de la operación.
 Considerando que se inicia con 100 g de muestra, el rendimiento a las condiciones de 2
mol/L y 70 °C es de 35,28% en cuanto a obtención de celulosa y hemicelulosa;  al aumentar
la concentración y temperatura de la hidrólisis alcalina, a partir de éste punto los
rendimientos se reducen, es así que al final de la combinación de parámetros establecidos se
obtiene un rendimiento de 9,52% a 2,5 mol/L y 90 °C, un rendimiento demasiado bajo para
ser considerado en la parte operacional.
 Por las resultados citados en los puntos anteriores se observa que la hidrólisis alcalina en
condiciones extremas no es recomendable por sus bajos rendimientos, por lo que estos
resultados no serán fueron tomados en cuenta para realizar la hidrólisis enzimática.
 En cuanto a las condiciones operacionales, para cada caso se trabajó en un vaso de
precipitación de 1000 ml como reactor, y se utilizó como medio de calefacción un baño
térmico, por lo cual no se pudo mantener una agitación constante de la solución, parámetro
que afecta al contacto interfacial y a la velocidad de reacción.
 En la hidrólisis enzimática se tiene dificultad al trabajar con una masa muy baja como lo es
10 g, en una solución de 50 mL.
 De los resultados obtenidos se observa que a la concentración de la enzima llega a un punto
en el cual su actividad empieza a tener un comportamiento asintótico, es decir no importa si
la concentración de la enzima aumenta, los resultados no van a cambiar de manera
considerable, pero no se identificó el punto en el cual inicia éste comportamiento, si bien es
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cierto se observa una diferencia notoria en los resultados de 1,5 a 2% de concentración, al
pasar de 2 a 3% no se nota un cambio considerable, por lo que en éste punto no es
recomendable aumentar la concentración, pero se debería trabajar a concentraciones
intermedias para encontrar la concentración óptima.
 Al trabajar con diferentes pH, se observa que la enzima actúa de forma más eficiente con un
potencial de 5, y que tiende a inactivarse al aumentar, es así que a un potencial de 6 no se
obtiene ningún resultado óptimo en cuanto a los azúcares obtenidos, que es el parámetro que
marca el rendimiento de la hidrólisis enzimática.
 La mayoría de los resultados están fuera del rango óptimo para realizar una fermentación
debido a que para evitar consumos de energía no se consideró la concentración de las
soluciones azucaradas y solo se trabajó con las soluciones cuyos grados Brix estén dentro de
las recomendaciones para realizar la fermentación alcohólica.
 En la parte operativa, el tiempo de hidrólisis enzimática es relativamente largo y tiene
complicaciones al momento de controlar el pH de la solución, siendo éste un parámetro vital
para el trabajo de la enzima, el mismo que tiende a subir, lo que inactiva a la enzima, esto
causó que se repita el proceso o se vuelva a estabilizar el pH y agregar nuevamente la
enzima, acción nada recomendable puesto que se incurre en gastos fuera de los
presupuestados, por lo que se debe encontrar un método en el cual se estabilice el pH
durante el tiempo de reacción.
 Cuando se registró los resultados obtenidos de todas las muestras que sufrieron una
hidrólisis enzimática, se discriminaron los valores menores al 12 %, ya que éste es el
mínimo valor que debe tener una muestra para ser fermentada. Éste dato se obtuvo de la
bibliografía revisada a lo largo de la realización del trabajo, por lo cual la cinética
enzimática no se realizó para dichas muestras, estableciéndose así las ecuaciones que
marcan el orden de la reacción, la constante de velocidad específica y concentración del
sustrato, para un modelado industrial esto es de vital importancia ya que predice el
comportamiento del proceso de hidrólisis enzimática.
 En la fermentación no se tuvo mayor dificultad, los parámetros estaban determinados con
anterioridad, temperatura 37 °C, pH de 4,5 y 2% de levadura. Sin embargo se logró observar
que en la etapa inicial hubieron muestras en las que el burbujeo era relativamente rápido y
otras en las cuales se demoró, probablemente porque no existían los niveles de nutrientes
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necesarios, por lo que se deduce que la levadura no se acopló al medio y que la el desarrollo
de la etapa de crecimiento fue ineficaz, afectando el rendimiento final.
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5. CONCLUSIONES
 Tomando en cuenta la composición de lignina y celulosa presentes en la muestra, las
condiciones óptimas para la deslignificación usando hidróxido de sodio son las de 50 °C y
una concentración de 2 mol/L de hidróxido de sodio, debido a que posterior a la hidrólisis
alcalina se obtiene un residuo sólido con un rendimiento del 38,68% de celulosa y un
porcentaje de lignina no mayor a 4,8%.
 Cuando se trabajó con una concentración de hidróxido de sodio 2,5 mol/L a cualquier
temperatura, se observó que el porcentaje de lignina residual en la muestra es de cero, pero
por otra parte se observó una pérdida considerable de sustrato, por lo que se concluye que
también se perdió celulosa, lo cual afecta en gran manera la producción de azúcares
reductores, y por ende un bajo rendimiento general del proceso por lo que estas muestras
no fueron tomadas en cuenta para el desarrollo de la hidrólisis enzimática.
 Para la hidrólisis alcalina, se valoró estadísticamente las variables que influyeron más en el
proceso, las cuales se midieron en orden de importancia  dando así que la variable que más
pesa en el proceso es la concentración del hidróxido y luego la temperatura de trabajo, eso
se registró tanto experimental como estadísticamente. De igual forma se diseñó un modelo
en el cual intervienen las dos variables al mismo tiempo y con éste se deduce el
comportamiento que tendría la operación a determinadas condiciones.
 De los resultados obtenidos de la hidrólisis enzimática con enzimas celulasas, del sustrato
obtenido de la hidrólisis alcalina, se concluye que las condiciones óptimas corresponden a
una concentración de enzimas del 2 % p/p, a un pH de 5 que tiene como rendimiento
promedio de azúcares reductores 15,54 %, los valores que se obtienen de la hidrólisis
enzimática varían a pesar de trabajar a las concentraciones y pH determinados, y esto
ocurre debido a que el sustrato no es el mismo, el sustrato es el resultado de la hidrólisis
alcalina y como se observó en los resultados de ésta, al no tienen la misma concentración
de celulosas ni de lignina, lo que causa que la enzima trabaje de diferente forma.
 A lo largo del proceso de hidrólisis enzimática se observa que los mejores resultados de las
concentraciones de enzimas es de 2 %p/p, verificando así los datos de la hoja técnica de la
enzima, a un pH de 5.
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 En la hidrólisis enzimática luego de realizar un análisis ANOVA, se concluye que la
variable con mayor incidencia en el proceso es el pH, ya que éste marca el comportamiento
óptimo o la inhibición de la enzima. Pero se diseñó un modelo en el cual intervienen las
dos variables al mismo tiempo y con éste se deduce el comportamiento que tendría la
operación a determinadas condiciones, y así poder escoger las condiciones antes de la
operación.
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6. RECOMENDACIONES
 Se recomienda que la hidrólisis alcalina se desarrolle en un reactor de boca ancha y que
pueda agitarse con facilidad para que favorezca el contacto interfacial, y evitar cambios
bruscos de temperatura al manipular el recipiente y evitar la formación de grumos del
sustrato.
 Trabajar a concentraciones intermedias entre 2 y 2,5 mol/L de hidróxido de sodio, para
determinar mejor las condiciones óptimas de operación.
 Agitación constante durante el proceso de hidrolisis alcalina, ya que se asegura el contacto
interfacial y una dilución uniforme.
 El lavado de las fibras de celulosa después de la hidrólisis alcalina debe ser por más de 90
minutos para que las enzimas no se vean afectadas por las trazas de álcali que se encuentre
en el sustrato.
 Se debe tener un control de pH de la hidrólisis enzimática durante la operación, para que no
se vea afectada la actividad de la enzima.
 Hay que esterilizar los sustratos antes de ponerlos en contacto con las enzimas Celulasas ya
que cualquier tipo de contaminación actúa como inhibidor de la acción de la enzima.
 Realizar un sistema de fermentación donde se estudie los parámetros óptimos del proceso y
que esto eleve el rendimiento del etanol.
 Antes de la destilación es importante deshacerse de los sólidos sedimentados y suspendidos
para que no exista problemas, ya que estos causan que se genere espuma y que el sistema
de destilación corra con contratiempos.
 Después de comprobar la factibilidad de la obtención de bioetanol a partir de los residuos
orgánicos del banano, se recomienda continuar con el estudio de factibilidad del proceso
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 para llevarlo a nivel industrial y acompañarlo de un estudio económico para aprovechar la
producción de biomasa existente en el país.
 De igual manera se recomienda realizar el proceso con las condiciones indicadas
anteriormente y aumentar la cantidad inicial de masa, para aprovechar la energía
consumida durante todo el proceso.
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ANEXOS
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ANEXO A
ANÁLISIS DE LIGNINA, CELULOSA Y HEMICELULOSA DEL SUSTRATO INICIAL DE LOS RESIDUOS BIOMÁSICOS DEL BANANO
89
ANEXO B
RESULTADOS DE LOS ANÁLISIS DE CONTENIDO DE AZUCAR POSTERIOR A LA
HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA
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ANEXO C
ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA LA HIDRÓLISIS ALCALINA
X1
Estadísticas de la regresión
Coeficiente de
correlación
múltiple 0,87411692
Coeficiente de
determinación
R^2 0,76408038
R^2  ajustado 0,73037758
Error típico 4,1652912
Observaciones 9
ANÁLISIS DE VARIANZA
Grados de
libertad
Suma de
cuadrados
Promedio de los
cuadrados F
Valor crítico
de F
Regresión 1 393,336067 393,336067 22,671123 0,002056072
Residuos 7 121,447556 17,3496508
Total 8 514,783622
Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95%
Superior
95%
Inferior
95,0%
Superior
95,0%
Intercepción 38,4822222 6,942152 5,5432699 0,000866 22,06664124 54,8978032 22,0666412 54,8978032
Variable X 1 -16,1933333 3,40094602 -4,7614203 0,0020561
-
24,23529278
-
8,15137389
-
24,2352928
-
8,15137389
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X2
Estadísticas de la regresión
Coeficiente de
correlación
múltiple 0,23571288
Coeficiente de
determinación
R^2 0,05556056
R^2  ajustado -0,07935936
Error típico 8,33394055
Observaciones 9
ANÁLISIS DE VARIANZA
Grados de
libertad
Suma de
cuadrados
Promedio de los
cuadrados F
Valor crítico
de F
Regresión 1 28,60166667 28,60166667 0,41180398 0,541490526
Residuos 7 486,1819556 69,45456508
Total 8 514,7836222
Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95%
Superior
95%
Inferior
95,0%
Superior
95,0%
Intercepción 13,7372222 12,22784708 1,123437522 0,29829863 -15,17704153 42,651486
-
15,1770415 42,651486
Variable X 2 -0,10916667 0,170115849 -0,641719553 0,54149053 -0,511426729 0,2930934
-
0,51142673 0,2930934
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X1 y X2.
Estadísticas de la regresión
Coeficiente de
correlación múltiple 0,90534024
Coeficiente de
determinación R^2 0,81964094
R^2 ajustado 0,75952126
Error típico 3,93374056
Observaciones 9
ANÁLISIS DE VARIANZA
Grados de
libertad
Suma de
cuadrados
Promedio de los
cuadrados F
Valor crítico
de F
Regresión 2 421,937733 210,968867 13,6334868 0,00586697
Residuos 6 92,8458889 15,4743148
Total 8 514,783622
Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95%
Superior
95%
Inferior
95,0%
Superior
95,0%
Intercepción 46,1238889 8,63583236 5,34098938 0,00175963 24,9927683 67,2550094 24,9927683 67,2550094
Variable X 1 -16,1933333 3,21188572 -5,04169038 0,0023529 -24,0525346 -8,3341321
-
24,0525346 -8,3341321
Variable X 2 -0,10916667 0,08029714 -1,35953363 0,22284903 -0,3056467 0,08731336 -0,3056467 0,08731336
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ANEXO D
ANÁLISIS ESTADÍSTICO PARA LA HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA
Z1
Estadísticas de la regresión
Coeficiente de
correlación
múltiple 0,2080443
Coeficiente de
determinación R^2 0,04328243
R^2  ajustado 0,02103319
Error típico 2,55055312
Observaciones 45
ANÁLISIS DE VARIANZA
Grados de
libertad
Suma de
cuadrados
Promedio de
los cuadrados F
Valor crítico
de F
Regresión 1 12,6550859 12,6550859 1,94534374 0,17025332
Residuos 43 279,728812 6,50532121
Total 44 292,383898
Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95%
Superior
95%
Inferior
95,0%
Superior
95,0%
Intercepción 10,1332857 1,37464211 7,37158106 3,7429E-09 7,3610557 12,9055157 7,3610557 12,9055157
Variable Z 1 0,85038095 0,60969881 1,3947558 0,17025332 -0,37919388 2,07995579
-
0,37919388 2,07995579
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Z2
Estadísticas de la regresión
Coeficiente de
correlación
múltiple 0,81734958
Coeficiente de
determinación R^2 0,66806033
R^2  ajustado 0,6603408
Error típico 1,5023533
Observaciones 45
ANÁLISIS DE VARIANZA
Grados de
libertad
Suma de
cuadrados
Promedio de
los
cuadrados F
Valor crítico
de F
Regresión 1 195,330083 195,330083 86,5416123 7,3853E-12
Residuos 43 97,0538144 2,25706545
Total 44 292,383898
Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95%
Superior
95%
Inferior
95,0%
Superior
95,0%
Intercepción 40,0441111 3,02550067 13,235532 9,1852E-17 33,9426075 46,1456147 33,9426075 46,1456147
Variable Z2 -5,10333333 0,54858186 -9,30277444 7,3853E-12 -6,2096541
-
3,99701257 -6,2096541
-
3,99701257
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Z1 Y Z2
Estadísticas de la regresión
Coeficiente de
correlación
múltiple 0,84341138
Coeficiente de
determinación R^2 0,71134276
R^2  ajustado 0,69759718
Error típico 1,41756606
Observaciones 45
ANÁLISIS DE VARIANZA
Grados de
libertad
Suma de
cuadrados
Promedio de los
cuadrados F
Valor crítico
de F
Regresión 2 207,985169 103,992585 51,750644 4,6562E-12
Residuos 42 84,3987286 2,00949354
Total 44 292,383898
Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95%
Superior
95%
Inferior
95,0%
Superior
95,0%
Intercepción 38,201619 2,94765454 12,9600055 2,8645E-16 32,2530114 44,1502267 32,2530114 44,1502267
Variable Z 1 0,85038095 0,3388631 2,5095118 0,01603224 0,16652753 1,53423438 0,16652753 1,53423438
Variable Z 2 -5,10333333 0,51762194 -9,85919056 1,7105E-12 -6,1479367
-
4,05872997 -6,1479367 -4,05872997
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ANEXO E
REGISTRO FOTOGRÁFICO
Figura E.1. Materia prima, cáscara del plátano
Figura E.2. Secado de la cáscara
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Figura E.3. Resultado de la hidrólisis alcalina
Figura E.4. Secado del producto de la hidrólisis alcalina.
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Figura E.5. Hidrólisis enzimática
Figura E.6. Adecuación del pH.
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Figura E.7. Fermentación
